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序論
癌はヒトの 原因死亡 の第 1位を占めており ､ 療の 制圧 は人類の悲願で ある ｡
癌の化学療法は､ この 30年間に著しく進歩し､ 小児の 白血病の ほか Hodgkin リ
ンパ 種 , 葦丸腰療などい く つ かの 痛が高率に治療で きるように な っ て きた ｡ し
か しながら , 胃癌, 大腸癌および肺癌など多く の 固形癌の治療に対 して は依然
無効で あり ､ また ､ 初め に奏功した制癌剤も耐性細胞の出現 により無効 とな る ｡
そ れゆえ､ 制癌剤の 研究は既制癌剤に非感受性の ヒトの 固形癌 に対す る治療薬
の 開発､ お よび マイク ロ ア レイ に よる癌 の個性診断ならび に治療に向けられて
い る ｡ さて , 微生物の 生産する多種多様の物質の中には ､ 動物細胞に対して毒
性を示す物質も多く見い出され て い た ｡ この 点に ､ 故梅沢浜夫博士が着目し ､
そ の 中には癌細胞に対し､ より選択的に毒性を示す物質がある の で はな い かと
考 え､ 探索研究を開始したの が制癌性抗生物質の 系統的研究の始まりで ある ｡
その 結果, マ イ トマイ シ ン C､ ブ レオ マイ シ ン ､ ダウノ マ イ シ ンお よび アク
ラシ ノ マイ シ ンなどが , すで に癌の化学療法剤として使用されて い る ｡ と ころ
が ､ これ らの 制癌剤は細胞に共通 の過程 を阻害する薬剤で ある ことか ら､ 選択
毒性とい う観点からも耳依然として 理想 にほ ど遠い o また､ 従来の 制癌剤は ､ ど
の ような癌に も ー 様に効かなけれ ばな らな い との 理由か ら毒性の強い 物質で あ
っ た ｡ そ こで ､ 逆の発想に より､ 癌細胞株間で選択的な増殖抑制活性を有する
物質を微生物の培養ろ液 よりスクリ ー ニ ングした｡
と こ ろで ､ 1983年に ドイ ツの 痛研究所の H ･ ツ ー ル ･ ハ ウゼ ンらに より ､
子宮癌から/てピロ ー マ ウイルネ 16型が分離されたo これ を契機に , ヒト
･ パ
ピロ ー マ ウイル ス はヒ トの癌の 原因ウイル ス として注目を浴び ､ 以後 ､ ヒト ･
パ ピ ロ ー マ ウイル スが子宮頚部癌の発生 に深く関わる こ とがわか っ て きた ｡ ヒ
ト パ ピロ ー マ ウイルス 16撃お よび 18型 を代表とする悪性型 の D N Aは子宮
頚部癌の 前療病変および癌組織でお お よそ 90 % の高率で検出され ､ か つ ､ こ
れ らの ウイルス DN A ほ宿主の 染色体に挿入された状態 で存在す る もの の 方が
多い ｡ Fig. 1 に示 したとおり､ 臨床で見 つ けられ る子宮頚部癌の約7 0 %は ヒ ト
･
パ ピ ロ ー マ ウイルス に (H P V) に感染して おり ､ H P Vpositiv eで ある . それ ら
の 癌細胞の癌抑制遺伝子で あ る p53 お よび R Bは正常で ある が ､ H P Vの遺伝
子産物で ある E 6および E7が ､ それぞれ p5 3お よび RB に結合し､ 癌抑制遺
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伝子 の機能を失括させ癌化させ て い る と考えられて い る 1)､ 2)0 H P Vに感染し
た子宮頚部癌として HeLa を､ また ､ H P Vに感染して いな い子宮頚部癌株とし
て C33 Aを用 い ､ 両者の 増殖抑制活性に差の ある物質の探索を試みた ｡ 臨床で
用い られて い る制癌剤の多くが HeLa よりも c33 Aに対して強い増殖抑制活性
を示したの で ､ C33 Aよりも HeLa に対して 10倍以上の 強い 増殖抑制活性を指
標 にして約 1000株の 微生物の培養ろ液をス クリ ー ニ ングした ｡ そ の 結果 ､ あ
る種の 微生物の培養ろ液が HeLa お よび c33A に対する増殖阻害活性に 10倍
以上の 差を示 した ことから､ 活性成分は従来型 の制癌剤の ような 一 般的な細胞
毒物質で はな い ことが示唆され ､ HeLa に対する増殖抑制活性を指標にして 目
的とする物質を単離精製し, Fig. 2 に示したとおり 10種類 の新規ア ンサ マイ
シ ン系抗生物質を得た ｡
これまで に報告されたア ンサ マ イ シ ン系抗生物質 として は､ Fig. 3 に示 した
とおり ､ ハ - ビマ イ シ ン 3)､ マ ク ベ シ ン 4), ア ンサ マイ トシ ン 5)､ スチ ュ - ボ
マ イ シ ン 6)お よびナ フトマ イ シ ン 7)な どが知 られて い る ｡ これ らの 物質は抗
腫癌活性､ 抗真菌､ 抗細菌､ 抗原虫および除草作用などの 生物活性を有す る こ
とが報告され ており , 中で も ､ ア ンサ マ イ トシ ンは制癌剤として P has eIIの 臨
床試験がお こ なわれた ｡ これらの 物質 の 作用機序として は､ ハ - ビマ イ シ ンが
細胞内シグナル伝達に関与する Ⅴ-Sr c に特異的に結合し､ チ ロ シ ンキナ - ゼ を
不可逆的に 阻害す る こ とが明らかにされて い る ｡-また ､ 微小管は真核細胞にお
い て 有糸分裂装置の紡錘体や細胞骨格の 形成などの 多岐にわたる機能にかかわ
つ て い る｡ マ タベ シ ンおよびア ンサ マ イ トシ ンは ､ この 微小管の 重合 を阻喪す
る こ とが明らかにされて い る ｡ さらに ､ 既知の トリ エ ン - ア ンサ マイ シ ン系抗
生物質として は､ Fig. 4 に示 したとお り ､ トリ エ ノ マイ シ ン 8)､ マイ コ トリ エ
ニ ン 9), 10)､ サイ トトリ エ ニ ン Il)お よび T M C-13512) な どが知 られて い る . 午
れ らの 物質はin vitro およびin viv o で抗腫痴情性を有す る こ とが報告され て い
るが ､ そ の多く は制癌活性 の主作用機序が明らかにされて い ない･o
本論文で は ､ 上記 の スクリ ー ニ ング法 に より得られた新規ア ンサ マイ シ ン系
抗生物質生産菌の 同定 ､ 生産､ 単離精製､ 構造決定および生物活性に つ い て記
述し､ 以下 にそ の 概略を述 べ る ｡
第 1章で は ､ はじめに新規ア ンサ マイ シ ン系抗生物質生産菌の 同定､ 生産お
よび単離精製に つ い て 述べ る o Striptomyc e sp. M J 672- m3 お よび Br o chothrix
sp. B M J958-62F4と同定された生産菌が ､ 目的とする活性を有する物質を生産
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して い る ことが見い出された ｡ 次に ､ こ の 菌株を培養し､ 目的物質を生産させ
た後､ こ の 培養液中の 目的物質に対して各種ク ロ マ トグラフ ィ ー を順次お こ な
う こ と に よ り ､ いずれ も新規 の 抗生物質で ある チ ア ジ ノ トリ エ ノ マ イ シ ン
(T T) 類 ､ ベ ン ズ オキ サ ゾマ イ シ ン お よび ヒ ドロ キ シ マ イ コ トリ エ ニ ン
(H M T N) 類を単離した｡
第 2 章で は ､ これ らの 方法に より得られた T T類､ B OZ お よび H M T N類の
構造決定につ い て述 べ る ｡ まず､ これ ら物質の物理化学的性状 につ い て 調 べ ､
つ い で ､ マ ス ス ペク トル ､ u vス ペ ク トル および各種 N M Rス ペ クトル を解析
し ､ これ らの 物質 の 構造 を推定した ｡
第 3 章で は､ チア ジノ トリ エ ノ マ イ シ ン B (T T- B) の 生物惰性に つ い て 述
べ る ｡ すべ て の T T類は臨床の制癌剤の ような HeLa と c 33 A間で細胞増殖抑
制活性に差を示さなか っ た ｡ 次に ､ 子 宮頚部癌以外の ヒ トの癌 に つ い て調 べ た ｡
38種類 の ヒ ト癌細胞株 に対するin vitr oで の 効果を見 る癌パネル実験 により､
T T類は癌細胞株問で特徴的な増殖抑制活性の ス ペク トル を示す こ とが 明らか
にな っ た｡ T T類の中で最 もin vitr o で の 活性が強い T T- B を用 い て , こ の 癌パ
ネル の 中の 細胞株で Ⅹenogr aftに移植可能な 4 種類の癌に対する療治療効果を
調 べ た ｡ さ らに ､ T T- B によ っ て 治療効果を示した癌と示さなか っ た癌 の 間で ､
細胞周期 に関わる遺伝子の発現と治療効果との 相関関係を調 べ た ｡ T T- B .は単
回投与で B S Y-1 に対しin viv oですぐれた治療効果を示したの で ､TT-B の BS Y_1
に対する殺細胞活性機序に つ い て 調 べ た｡ はじめに ､ T T-B が p c 12細胞の神
経突起の伸京を阻害する とい う報告 13) に より , B S Y-1 に対する T T- B の殺細
胞活性の機序は微小管の 重合阻害で ある こ とが示唆された ｡ そ こ で ､ T T- B の
B S Y-1 に対する細胞周期におよぼす影響に つ い て調 べ た o 次に ､ T T_B が B S Y_1
に対して アポト ー シス を誘導するか どうか を調 べ た｡ さ らに ､ in vf加 で の 5 0%
阻害 (GI5｡) を指標にした場合､ T T- B に最も感受性が高い s c-6 (胃癌株) に
対す る T T-B の細胞増殖抑制活性は血清に括抗する こ とが明 らか にな っ たの で ､
T T- B の S C- 6 における細胞増殖の シグナ ル伝達 におよぼす作用を調 べ た ｡
第 4 章で は ､ T T-B 以外 の化合物の 生物活性に つ い て 述 べ る ｡ は じめ に ､ T T
類の 生物活性､ 急性毒性および吸収排滑試験をお こな っ た ｡ 次に ､ T T- G､ B O Z
お よび H M T N- A の癌パ ネル実験をお こ な っ た｡ H M T N類は当初の 目的とする
生物活性を示したの で ､ H P Vの初期遺伝子産物で ある E 6お よび E 7におよぼ
す H M T N- A の作用に つ い て 調 べ た ｡
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本論
第1章 チ ア ジノ トリ エ ノ マ イ シ ン類､ ベ ン ズオ キサ ゾマ イ シ ンお よびヒ ドロ
キ シ マイ コ トリ エ ニ ン類の 生産菌の 同定 ､ 生産な らびに精製
ス クリ ー ニ ングの結果､ 放線菌 streptomyc es sp. M J672- m3 の培養 ろ液が ､ ヒ
ト子宮頚部癌細胞株で癌化の機序が異なる HeLaま∋よび c 33 Aに対する増殖抑
制活性に 10 倍以上 の 差を示 した ｡ .したが っ て ､ 目的とする 成分は従来型 の制
癌剤の ような 一 般的な細胞毒物質で はな い と考 え られた o そ こ で ､ HeLa に対
す る増殖抑制活性を指標 に して精製をお こ な い , 一 群の 新規トリ エ ン - ア ン
サ マ イ シ ン系抗生物質 で ある チ ア ジノ トリ エ ノ マ イ シ ン (T T) 類および新規
ア ンサ マ イ シ ン系抗生物質 で ある ベ ン ズオ キサゾマ イ シ ン (B O Z) を単離し
た o また ､ 上 記と 同 じス ク リ - ニ ン グ法 に よ り , バ ク テリ ア Bacillus sp.
B M J958-62F4 の培養ろ液より新規トリ エ ン - ア ンサ マ イ シ ン系抗生物質 で あ
る ヒ ドロ キ シ マ イ コ トリ エ ニ ン (H M T N) 類を単離した ｡ 本章で は ､ チ ア ジ
ノ トリ エ ノ マ イ シ ン類､ ベ ンズ オキサゾマイ シ ンお よび ヒ ドロ キ シ マ イ コ ト
リ エ ニ ン類の 生産薗の 同定 ､ 生産および単離精製に つ い て 述べ る ｡
第1節 チ ア ジノ トリ エ ノ マ イ シ ン類 ､ ベ ン ズオ キサゾマ イ シ ンお よび ヒ ドロ
キ シ マイ コ トリ エ ニ ン類生産菌の 同定
チアジ ノ トリ エ ノ マ イ シ ン類および ベ ンズオキサゾマ イ シ ン生産菌は ､ 東京
都大田区中馬込 の 土壌より分離された放線菌で ､ MJ672- m3 の菌株番 号が付さ
れた o 本菌株の菌学的性状は s hiring と Gottlieb 1
4)
､ ある い は waks m an15)の 方法
に従 っ て観察された｡
M J672一 皿3 株の 走査型電子顕微鏡写真を Fig. 1- 1 に示 した ｡ M J672- m3 株は ､
分枝した基生菌糸より ､ らせ ん状 の気菌糸を伸長した ｡ 輪生枝および胞子 の う
はなく ､ 成熟した胞子鎖には 10- 50個 の 円筒形 の月包子 の連鎖が認められた ｡
また､ 胞子 の 大きさ は約 o.5 - 0.7×0.8 - 1.1 ミ ク ロ ン で あ っ た｡ なお ､ 胞子 の
表面 は､ とげ状で あっ た｡ M J672- m3 株の 各種培地 における生育状態を Table l-
1 に示 したo M J672- m3 株 の生理学的性質および炭素源の 利用性を Table 1-2 お
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i:
よび Table 1-3 にそれぞれ示 した. 種々 の培地上で の 発育は黄色 - うす黄茶､ 気
菌糸は白を呈し , 溶解性色素は黄色味 - 茶色味を帯びた｡ 生育至適温度は 27-
30℃付近 で あ っ た｡ メラ ニ ン様色素の 生成は陽性で あり ､ 蛋 白分解力は中程度
で あ っ たo さ らに ､ ス タ ー チの 水解性は中程度 - 強い 方で あ っ た ｡ なお ､ 細胞
壁 に含まれる 2, 6- ジアミ ノ ピメ リ ン酸は L し型で あ っ た ｡
これ らの 性状 より , M J6721 m3 株はス ト レプトミセ ス (Str epto myces) 属に属
する と考えられた｡ 近縁の 既知菌種を検索す る とス トレプトミ セス ･ ハ ワイ エ
ン シス (Streptomyc eshaw aiie nsis.)
16)71 7) がある . M J672- m3株がス ト レプトミ セ
ス ･ ハ ワイ エ ンシス と異な る と ころは ､ 後者が ラム ノ ー ス を利用する点で ある ｡
その ほか , 気菌糸の色調等 に僅か の 相違点が認められた o そ こ で M J672- m3 株
および近縁の既知菌種として あげちれたス ト レプトミ セス ･ ハ ワイ エ ン シス の
当研尭所保存株とを実地 に比療検討した表を Table ト4 に示 した ｡ すなわち ､
M J672- m3 株とス トレプ トミ セス ･ ハ ワイ エ ンシ ス IS P5042株は生理学的性質
は良く類似して い るが ､ 形態 ､ 発育お よび溶解性色素の 色調 ならび にラムノ ー
ス の 利用 な どに相違を示す ことが明らかとな っ た ｡ すな わち ､ M J672_ m3 株は
ス ト レプトミセス ･ ハ ワイ エ ン シ ス とは 同 一 種で はな い と考 えられた o した が
つ て M J672- m3株 をス トレプトミ セス ･ エ ス ビ ー str eptomyce s sp. M J672- m3 と
した｡ なお ､ M J672一 皿3 株は 工業技術院 生命工学技術研究所に寄託申請し､
平成 6年 1月 10日 F E R M P-14 047として受託された.
Fig . ト1 Sca n ning ele ctro n microgr aph ofstr ain M J 67 2- m3
-14-
Table 卜2 Physiologlc alpr ope rtie s ofstr ain M J672- m3
Te mper atu r e r a ngefo rgr o wth(℃)
optim u mte mpe r atu r e(℃)
Fo r m atio n of m ela noldpigm e nt
Liqu efa ctio n ofgelatin(20 ℃)
Liqu efa ction ofglu c o se pepto n egelatin(27 ℃)
co agulation of milk(37 ℃)
peptoniz ation of milk(37 ℃)
Hydr olysis ofstar ch
Redu ction of nitr ate
De c om positio n of c ellulo s e
20- 37
27- 37
＋
＋ -
＋
＋
＋
Table 1- 3 Utiliz ation ofcarbo n s ourc es ofstr ain M J672- m3
LJlr abino se
D - Xylo s e
D - Glu c o s e
D -Fr u ctos e
馳 a m nos e
Sucro se
Raffin os e
IA CtO S e
ln o sitoI
D - Ma n nitol
＋
(＋)
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
- : n ot utiliz ed, ＋ : utilized, (＋):pr obably utilized
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ヒドロキシ マ イコ トリ エ ニ ン類生産菌は､ 神奈川県三浦市初音の土壌より分
離されたバ クテリアで ､ B M J958-62F4の菌番号が付された ｡
本菌株の形態は棒状で ､ 大きさは 1.2-1.4×1.8- 2.3 ミ ク ロ ンで あ っ た ｡ また ､
本菌株は ､ しばしば長い繊維様 (丘1a m e nts) の鎖状になり ､ 多形性および運動
性を示さなか っ た｡ さ らに ､ 胞子 を形成せず非抗酸性で あ っ た｡ 各種培地 にお
ける本菌の 生育状態を Table 1-5 に示 した｡ さらに､ 生理的性質は特に記さな い
限り 30℃で培養して 調 べ ､ その 結果 を Table ト6およびTable ト7 に示した. 以
上の 性状をもとに B M J958-62F4株 を Bergy,s Manualof System atic Ba cteriology､
volu m e2(1986) で検索する と､ こ の菌に最も類似して い る と考 えられ るグラム
陽性芽胞非形成梓菌として ､ ラク トバ チルス (La ctoba cillu s)､ エリ ジ ペ ロ ス リ
ッ ク ス (E'ysipelothrix), ブ ロ コ ス リ ッ クス (Brochothrix)
18) お よびリ ス テリ ア
(Listeria) が あげられたo B M J95 8-62 F4株はカタラ ー ゼが陽性で ある の に対 し ､
ラク トバ チル ス お よび エ リ ジペ ロ ス リ ッ クス はカタ ラ ー ゼが陰性で あ っ た ｡ ま
た ､ ペ プチ ドグリカ ンの ジア ミ ノ酸およびメナキノ ンも異な っ て い た o したが
っ て , これ らの 二 つ の 属 と区別 で きた ｡ 次に ､ リス テ リア は運動性があり ､ コ
ロ ニ ー が bluish gray になる点で B M J958-62F4株 と大きく異な っ て い た o
一 方､
ブロ コ ス リ ッ クス とは ､ 二 ､ 三 の 相 違点はある が､ 極めて類似した性状を示す
こ とから､ B M J958- 62F 4株 はブ ロ コ ス リ ッ クス属に属する と考 えられた ｡
B M J958-62F 4株とブ ロ コ ス リ ッ クス ･ サ ー モ ス フ ァク 夕 の性状 を比較 した結
果を Table ト8 に示 した o す なわち ､ B M J958-62F4株は M Rテス ト, v -p テ ス ト
および グル コ ー ス か ら の ガス の 生成が陰性で ある の に対 し ､ ブロ コ ス リ ッ ク
ス ･ サ ー モ ス フ ァク夕 - は陽性で あ っ た o さ らに ､ B M J958-62F4株 の みが ､ そ
の 生育にク エ ン酸を必要 とした . したが っ て ､ B M J958-62F 4株をブ ロ コ ス リ ッ
クス ･ エ ス ビ ー (Bro cho thrix sp.) とした ｡ なお ､ B MJ958-62F4株は工業技術院 生
命工学技術研究所に寄託申請し ､ 平成7 年 3月 2 日に F E R M P-14794として 受
託された｡
Table 1 -5 Cultu ralcha r acteristic sofstrain B M J958- 6 2F 4
Mediu m Gr oⅥ叶h
Meat agar
Me atliquid
Me at- gelatin o u s ag r
M ilk
＋ -
O bs e r v atio n afte rin c ubation at30 ℃ fo r30 days
, ex c ept thein c ubatio n u singthe m e a卜gelatin o u s ag r
-17-
Table i- 6 Physiologicalpr opertie s ofstrain B M J95 8
- 6 2F4
＋
＋
＋
十
＋
Gr a m･ s m ethod ofstaining
Redu ctio n ofnitr ate
De nitridlng r e a ctio n
M Rte st
V - Ptest
Produ ctlo n of indol
Pr odu ctio n of hydr oge n s ulfide
Hydrolysis ofsta r ch
Utiliz atio n ofcitric a cid
Pr oduction ofpigm e nts
Utilizatio n of in organic nitr ogen
Ur eas e
Oxyda s e
Catalas e
Te mpe r atu r e
●
r a ngeforgr o wth(℃､)
Optim u mtem pe r ature (℃)
pH rangefo rgr o wth
Optim u mpH
A比itude ofoxgen
o - Fte st(by Huge Le ifso n ふethod))
Hydr olysls ofc a s ein
He m olysis
Hydr olysis ofe s c ulin e
Hydr olysis ofa rglnln e
＋
10- 45
27 - 37
5.0 - 9.0
7.0- - 8.0
fe r m e ntatio nty pe
facultativ eanae roblc
＋
＋
Table 1- 7 Pr odu ction ofacid fro m s ugar
(Gluco se and Pepton m ediu m)
<Produ ction ofacid>
Suga r BPBindicato r B TBindic ator
L- Arabin ose
D- -Ⅹyloらe
D - Glu c ose
D - M an no s e
D - Fru ctose
D - Galactos e
Malto se
Sucros e
I, .a cto s e
Thr ebalo s e
D -So rbitoI
D - M a n nitol
ln o sitoI
Glycer ol
Star cb
Mele zito s e
Mellbio s e
Sallcin
＋
＋
＋
＋
(-)
＋
＋
＋
(＋)
(＋)
(＋)
＋
＋
＋
＋
)
＋
＋
＋
＋
)
＋
＋
＋
＋
くPr odu ctio n ofgas>
Neither of the ga sfr o m allof the s uga r c o uld be pr ocuced.
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第2節 チア ジノ トリ エ ノ マ イ シ ン類 ､ ベ ン ズオ キサゾマイ シ ンお よびヒ ドロ
キシ マイ コ トリ エ ニ ン類の 生産
str eptomyces sp. M J6721 m3 殊に よるチ ア ジノ トリ エ ノ マ イ シ ン (T T) 類およ
び ベ ンズ オキサゾマ イ シ ン (B O Z) の 生産 の経過 を Fig. ト2 に示 した ｡ 種々 の
培地 を用 い て ､ そ の 生産性 の検討をお こ な っ た結果､ 最も 生産性 の良か っ た培
地を種母培地として用 い ､ 寒天斜面培地上 に生育した strepto myce s sp. MJ672- m3
株を こ の 培地 に植菌し､ 5 日間培養した ｡ つ い で 上記 と同 じ培地 を生産培地と
し､ こ れ に種母培養液 ､ 約2 %(v/v) 量 を接種して 同 じ培養条件 で 7 日間､ 回転
震遣培養をお こな っ た ｡ 経時的 に培地 の pH を測定す る ととも に ､ H P L Cを用
い て 培養 ろ液中ならび に菌体中の T T- B の 生産量 を定量的に測定した ｡ 培養 ご
とに T T類および BO Zの 生産量 の 比率は同じで あ っ た こ とから ､ 目的とする こ
れらの 物質 の 代表として T T- B の生産量 を指標 に した o こ の 結果 は T T- B が培
養ろ液中よりも菌体中に 4 - 5 倍多く含まれ る こと を示 した ｡ 培養開始後､ 2 日
目前後から TT- B の 生産が認 められ ､ そ の 後 ､ 生産量 は上昇し ､ 7 日目が最高
で あ っ た｡ T T類および B O Zを大量生産する ため に ジャ ー フ ァ ー メ ンタ ー によ
る大量 培養も検討したが ､ こ の 方法 で は 目的物質 の 生産性が低か っ た の で上記
と同じ条件で大量培養をお こな っ た ｡
Ba cilu s sp･ B M J958-62F4株 に よる ヒ ドロ キ シ マ イ コ トリ エ ニ ン (H M T N) 類
の 生産の 経過 は､ T T類畠よび B O Zの そ れ と類似して い た o M J672m
1
3 を培養
した時と同じ培地を用 い て寒天斜面培地上 に生育した Bacillu ssp. B M J958- 62 F4
株 を植菌し､ 2 日間培養した ｡ つ い で ､ 上記と 同じ培地を生産培地 と し ､ こ の
培地 に種母培養液 ､ 約 2 % Ⅴ/v (%) 量 を接種し ､ 14日間 ､ 回転震塗 培養 をお こ
な っ た ｡ 経時的に培地 の pH を測定す る ととも に ､ H P L Cを用 い て培養液中の
H M TN -A の 生産量を定量的に測定した ｡ なお ､ H M T N類を大量 に調整する 時
も ､ 上記と同じ条件により大量培養をお こな っ た ｡
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第3節 チアジノ トリ エ ノ マ イ シ ン類 ､ ベ ンズオキサゾマイ シ ンお よびヒ ドロ
キ シマ イ コ トリエ ニ ン類の 精製
チア ジノ トリ エ ノ マイ シ ン (T T) 類および ベ ンズ オキサゾマ イ シ ン (B O Z)
の 精製法を Fig. ト3 に示 した ｡ HeLa細胞に対する増殖抑制活性を指標に して 目
的物質 の単離精製をお こな っ た｡ strepbnyc e sSP. MJ672- m3 株 の培養液 ､ 約 9.5
B を遠心 し, 培養上清液および菌体と に分離 させ た . 菌体 をろ過 した後､ 菌体
に含まれ る目的物質を溶剤で抽出した ｡ また , 培養上浦液 に含 まれ る 目的物質
をダイ アイオ ン H P-20に吸着させた後 ､ 溶剤を用 い て溶出した｡ これ を先 ほ ど
の 菌体抽出液と混ぜ合わせ て減 圧濃縮し, 酢酸エ チル で 目的物質を抽出した後 ､
さ らに減圧濃縮し ､ 褐色油状物質を得た ｡ こ の 油状物質をシ リカゲルカ ラム に
吸着させ ､ 目的物質 をク ロ ロ ホ ル ム ー メタノ ー ル (50:1) で 展 開 した｡ こ の 溶
出液を減圧濃縮した後､ セ フ ァ デ ッ クス L H-20カラム ク ロ マ トグラフ ィ ー をお
こなう こ とに より ､ 目的物質で ある淡黄色油状物質を得た o さ らに ､ こ れ を高
速液体ク ロ マ トグラ フ ィ ー で精製し , 純粋な T T- A を4.3 mg､ T T- B を 8.3 mg､
T T-F を2.O mg､ T T- G を 5.O mg および B O Zを3.O mgそれ ぞれ単離したo また
上記 の シリカゲルカ ラム に吸着さ せ た 目的物質 をク ロ ロ ホ ル ム - メ タ ノ ー ル
(10:1) で展 開した o こ の溶出液 を減圧濃縮し､ さ らに ､ セ フ ァ デッ クス L H-20 カ
ラム ク ロ マ トグラ フ ィ ー な らび に逆層 Ⅱp L Cで精製する こ と に より , 純粋な
T T- C を 3.5 mg､ T T- D を
L
9.2 mg お よび T T- E を 49 mg それぞれ単離した ｡
ヒ ドロ キ シ マ イ コ トリ エ ニ ン (H M T N) 類 の 単離精製法を以下 に述 べ る ｡
Bacillu s sp. BMJ958-62F 4株 の 培養液､ 約 4.5B を遠心 し ､ 培養上清液および菌
体とに分離さ せ た｡ 菌体をろ過 した後､ 菌体 に含まれ る 目的物質 を溶剤で 抽 出
し ､･ 減 圧濃縮した ｡ これ と培養上浦液を混ぜ合わせ酢酸エ チル で抽出後､ 減圧
濃縮 し､ 褐色油状物質を得た ｡ さ らに , こ の 油状物 質 をシ リカゲルカ ラム に吸
着さ せ た ｡ こ の カ ラム をク ロ ロ ホ ルム - メタノ ー ル (10:1) で洗浄した後､ 目
的物質をク ロ ロ ホル ム - メタノ ー ル (5:1) で 展 開した o こ の溶出液を減圧濃縮
する こ とに より , 紫色 の 油状物質を得た｡ さらに ､ セ フ ァ デッ クス L H20 カ ラ
ム ク ロ マ トグラ フ ィ ー をお こ な い ､ つ い で ､ 高速液体ク ロ マ トグラ フ ィ ー で精
製する ことに より ､ 純粋な H M T N- A を 60mg および H M T N- B を 15 mgそ れぞ
れ単離した｡
-22-
のF3
●▼ 一I
U
”
己
○
ロ
q)
●
己
14J
0
fj
●
当
ヨ
ヰJ
ト1
0
tヰー j
q)
h
コ
TC
q)
U
O
I+
Gh
□
○
:ロ
d
I 1
O
班
=
m
I
r+
●
b8
E
′ヽ
岩署ーヽ
(
書芸
)
(
bD
昌男ーヽ
d
● ▼+
U
”
星空
q)
,a
′
■
■ヽ
bO
O 日
t昌
′ ヽ
bJ)
h 己
己昌
(
hD
四 日
た芸
(
昌署ヽ
_ .
′
.ij
h
昏
Ll
bL)
○
空電
B重
層亀
h
cd
菖責
冗
O
q)
讃
ロI
a
BtC)
I_ ∩
ト
=
O
C)
ヨ
d
a
訳
LL?
亡･ -
(
∽
(コ
○
ヽ ー
ヨ
DI
E
q)
>
:ロ
d
h
(d
PI
V
氏
′ヽ
∽
E3
○
)
U
J
P<
=
a)
_
>
J_ J
〔d
h
cd
PI
”
a:
23
=
O
q)
苫
,q
･
P
i
'てコ
q)
ヰ +
コ
▼●- ･イ
C)
=
O
C)
ヨ
,d
＋J
' ～
?
てJ
q)
ヰJ
コ
I- ぺ
C)
.tl
h
A
く8
事ぺ
b8
0
J J
く8
日
O
a
U
⊂)
eq
ヨ
出
V
'■ロ
く8
A
Pl
也)
∽
,ij
h
Pl
くd
トI
bD
O
ヰ J
(d
E:
0
ト1
,q
0
く=)
Cq
ヨ
粥
也)
-■ロ
(8
J]
A
の
∽
′ ヽ
▼づ
■ ■
⊂)
I- +
ヽ J
試
0
4)
讃
335
U
芯
U
3
⊂)
LJ)
ヽ _ ′
D]
0
4)
苫
IA
U
H
U
h (
V ∽
JJ トべ
毒掛
′ ､
⊂)
u つ
Er:
盲9:
'
B慧
S o>
召召
B]
J J 'C)
'■ロ
q)
bD
コ
:ヨ
h
･ トJ
□
”
U
′ ヽ
∽
h
q)
芸
α)
く=)
ヽ ー
⊂)
Cq
I
P+
D]
F:
0
:∃
E3
′ ‾ ヽ
I +
ト･
㍍
DI
CD
h
a)
昌
O)
∽
J_ i
口
a
･もJ
a
q
Ll
(D
A
コ
∽
′ ､
∽
h
q)
＋J
;∃
′蒜 e!
転 G]
芸 名
∽ O
ヽ - - d
鮒
(
【E)
トl
吐)
,↓J
●▼- 1
I - り
u つ
¢
ヽ _ .′
.a
～
O
h
∫)
q)
ト1
コ
ヰJ
-
コ
U
第2章 チ ア ジノ トリ エ ノ マ イ シ ン類 , ベ ンズオキサゾマ イ シ ンお よびヒ ドロ
キ シ マイ コ トリ エ ニ ン類の 構造決定
第 1 章で述 べ た方法に より得られたチア ジノ トリ エ ノ マ イ シ ン (T T) 類およ
びベ ンズオキサゾマ イ シ ン (B O Z) は､ HeLa お よび c 33 Aの 間で増殖抑制活性
に差が認められなか っ たc しか し ､ 臨床で用 い られ て い る 子宮頚部癌の 治療薬
は HeLa よりも c 33 Aに対 し ､ 約 10倍強 い増殖抑制括性を示す ことから ､ T T
類お よび B O Zに興味を抱い た o また ､ c 33 Aより も HeLa 細胞株 に対して約 10
倍強い細胞増殖抑制活性を示す ヒ ドロ キ シ マ イ コ トリ エ ニ ン (H M T N) 類を単
離した ｡ 本章で は ､ チア ジノ トリ エ ノ マ イ シ ン類､ ベ ンズオ キサ ゾマ イ シ ンお
よび ヒ ドロ キシ マ イ コ トリ エ ニ ン類の 物理化学的性質と u v､ IR お よび N M R
な どの 各種ス ペク トル解析によ る平面構造 の推定 に つ い て述 べ る ｡
第1 節 チア ジノ トリ エ ノ マ イ シ ン A､ B､ C､ D および E の物理化学的性質
チア ジノ トリ エ ノ マイ シ ン A, B ､ C､ D お よび E の物理化学的性質を Table
2-1 に示 した Q チア ジノ トリエ ノ マイ シ ン A (T T- A) お よび E (T T- E) は , 白
色粉末で あり ､ チア ジノ トリ エ ノ マ イシ ン B(T T-B)､ C(T T- C) お よびD(T T-D)
は淡黄色粉末で あ っ た ｡
分子量 はF AB - M Sス ペ クトル を解析する ことに より ､T T- A および TT- D が 707
【T7Vz708(M＋H)
＋
､ 70 6(M - H)
-
]で あり ､ T T- B お よび T T- E が 709[m/I7 10(M＋H)'､
708(M - H)1ならびに T T- C が 683[ndz 682(M - H)
‾
] と決定した ｡ 高分解能 F A B-
MS､
1H NM R凄は び13c N M Rス ペ ク トル を解析する こ とに より ､ T T- A お よび
T T- D の 分子式は同じく c38H.,N,08S で あり ､ T T-B お よび T T- E の 分子式 も同じ
く c,8H51N308S で あり ､ さ らに , T T- C の分子式は c36H.,N308S で ある こ とが 明
らか にな っ た ｡
TT 類の IRス ペク トル を解析した結果 ､ すべ て の 物質 は 34 00c m
-1に N Hおよ
び o H の吸収 を､1730cm -1および 1210cm -1に エ ス テル の 吸収 を､ さ らに 1660c m‾1
および 1550c m
-1 にアミ ドの 吸収 を､ な らび に 1000c m
-1
に トリ エ ン の 吸収 を示
した o そ こで ､ T T類の 代表例として T T- E の I Rス ペ ク トルデ ー タ を Fig. 2-1 に
示した . Table 2-1 に示した T T類の U Vス ペク トル を解析した結果 ､ すべ て の
物質は 260､ 270および 280n m 付近 に トリ エ ン特徴的な吸収帯を示し ､ さ らに
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Table 2-1 Physic o- che mic alpr ope rtie s ofthiazin otrie n o mycin s
r
rT- A T r- B
Ap pear a n c e
[α]D22(co.1, MeO H)
Mole c ula rfo r m ula
FA B- M S(m/a, Po s.)
F AB - MS(m/a, Nee.)
H R FA B- M S(m/a, Po s.)
C alcd:
Fou nd:
Ele m e ntala nalysis
uv n m 入,n a㌔eO H(log E)
入
m a x
MeOH ‾NaOH(log e)
入
m ax
MeO E‾ E Cl(log e)
IRv K Br
m a x
c m
- i
Rfvalu e o nTL Ca
(CHCl3- MeO H, 10:1)
(tolu e n e- a c eto ne, 3:2)
H PLCr ete ntio ntim e(min)b
Solubility
Soluble
ln s oluble
'
W hitepo wde r
＋61
o
C38H49N308S
708(M＋H)＋
706(M - H)
-
205(4.40),215(sh, 4.3 8)
250(4.34),258(4.32)
270(4.1 8),282(4.08)
31 5(3. 51)
250(4.3 2),2 55(4.3 2)
270(4.1 5),28 2(4.0 8)
31 5(3.62)
210(4.36), 250(4.46)
258(4.32), 270(4.1 8)
282(4.18), 315(3.51)
3400, 293 0,28 50,1 730,
1660, 153 0,1460, 1390,
1305, 12 40,1 220, 1160,
1100, 100 0
0.71
0.46
6.5
D M S O, C H C13, pyridin e,
MeO H, Me2C O
H20, n - he x a n e
Pale yello wpo wde r
＋121
o
C38H51N308S
710(M＋H)＋
708(M - H)
-
732.8940
732.328 5(M＋Na)＋
205(4.46), 215(sh, 4.38)
250(4.48), 258(4.48)
270(4.38), 282(4.28)
315(3.51)
250(4.36),255(4.46)
270(4.40),282(4.28)
31 5(3.62)
21 0(4.3 6),250(4.46)
258(4.4 6),270(4.36)
28 2(4.2 6),315(3.51)
34 00, 2940, 2850, 1740,
1735, 1670, 1540, 1480,
1 380, 1300,1220, 116 0,
1100, 1000
0.62
0.48
7.5
D M S O, C H C13, p yridin e,
MeOH, Me2CO
H20, n - be x a n e
aSilica gel Art. 571 5
bse n shu - pak 5LLC18- look(3.9rn m X150m m), m obilepha s e:65 % MeO H(pH 5.0),
flo w r ate:2,0 ml/min, dete ctio n :250 n m , te mper atu r e
･
. 40 ℃
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A , B, C, D a nd E
T r- C T r- D T r- E
Pale yello wpowde r
＋101
o
C36H49N308S
682(M - H)
-
225(4.ll),250(sb, 4.23)
260(4.43),270(4.36)
282(4.20),320(3.43)
225(4.ll), 260(4.41)
270(4.43), 282(4.20)
340(3.70)
210(4.08),225(4.ll)
250(sb, 4.23),2 60(4.43)
270(4.36),282(4.20)
320(3.43)
3400, 2950, 2920, 1 740,
1660,1 600, 1540,. 1460,
1380
,
1 200,1150, 1140,
100
0.39
0.25
6.6
D M S O, C H C13, p yridine,
MeO H, Me2C O
H20, n -bex a n e
Paleyello w po wde r
＋122o
C38H49N308S
708(M＋H)＋
70 6(M - H)
I
225(sh, 4.30), 250(sh, 4.46)
260(4.52),2 70(4.45),
282(4.30),3 20(3.43)
225(4.30), 260(4.45)
270(4.46), 282(4.32)
340(3.70)
210(4.28),225(sh, 4.46)
260(4.52),2 70(4.45)
282(4.32), 320(3.43)
3450, 29 50,1740,1670,
1600,1 54 0,1 470, 1400,
1230, 1180,1 100,1000
0.39
0.2'9
8.0
D M S O, C H C13, p yridine,
MeO H, Me2CO
H20, n - hex an e
W hitepo wde r
＋189
o
C38H51N308S
710(M＋H)
十
70 8(M - H)
I
73 2.3297
732.3320(M＋Na)十
C38H51N308S Na
Calcd. Fo u nd
C
H
N
0
S
62.38 62.08
6.90 7.19
5.74 5.93
1 7.50 1 8.52
4.37 4.13
225(4.30), 250(sb, 4.52)
260(4.63), 270(4.57)
282(4.43), 320(3.63)
225(4.28), 260(sh, 4.62)
270(4.63), 282(4.4 5)
340(3.81)
225(4.30), 250(sb, 4.52)
260(4.63), 270(4.57)
282(4.43), 320(3.63)
3350, 2950, 2120,1740,
1670,1600,1 54 0,1480,
1470, 1390,1 220,1100,
10 00
0.43
0.27
9.4
D M S O, C H C13, p yridin e,
MeO H, Me2C O
H20, n -he x a n e
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T T- A､ TT- B 群および T T- C､ T T- D ､ T T-E 群で は u v吸収 の 様式が ､ わずか に
異なる こ とを示した o そ こ で ､ T T類の 代表例として T TI B および TT_ E の U V
ス ペ ク トルデ ー タを Fig. 2-2 に示 した ｡ い ずれの物質もク ロ ロ ホルム お よびメ
タノ ー ル な どの アル コ ー ル に良く溶ける が ､ ヘ キサ ンお よび水に溶けに くか っ
た o また ､ すべ て の 物質は室温 で安定で あり吸湿性も示さなか っ た o
第2 節 チ ア ジノトリエ ノ マ イ シ ン A､ B､ C､ D および E の 平面構造
はじめ に ､ 最 も大量 に生産されたチア ジノ トリ エ ノ マ イ シ ン E (T T一己) の 構
造 を推定 した ｡ T T- E のIE N M Rお よび 13c N MR ス ペ ク トル を解析した結果を
Table 2-2 に示 した o Fig. 21 および Table 2-1 に示 した T T-E の U Vス ペ ク トル
解析の 結果 ,260n m (1ogE 4163)､ 270n m(1og∈ 4.57) お よび 282n m(1ogE 4.43)
の 吸収帯を示した こ とに より､ そ の 構造 に はトリ エ ンが存在する こ とが明 らか
にな っ た ｡ また ､ 酸性条件下で 320n m の UV 吸収帯が ア ルカリ性条件下で は 340
n m に シ フ トした結果 は､ そ の 構造 に フ ェ ノ ー ル性水酸基 の存在を示した｡
T T- E の1H N M R, 13c N M Rお よび D E P Tス ペ ク トルデ - 夕 を､それぞれ Fig. 2-3､
Fig1 2-4 お よび Fig. 2-5 に示 した o T T-E は Fig. 21 6 に示 した
IH -1H C OS Yス ペ ク
トル を解析する こ とに より ,Fig. 2- 7 に示 した T T- E の炭素原子 c 2か ら c 13､ C 15
から c 17､ C 30お よび c3 1な らび に c33か ら c3 8で 表され る少なく とも 4 つ の
部分から構成され て い る土とが明らか に な っ た ｡ こ れ ら を Fig. 2-8 に示 した
H M B Cス ペ クトル解析に より連結させ た ｡ また, 同じ H M B Cス ペ ク トル を解
析する こ とに より ､ 20N H(∂H IO･83) は c l(∂c170･5) お よび c 19(∂c144.0) に
結合 して い る こ とが 明らか に な っ た ｡ さ らに ､ 1H- 1H C O S Yス ペ クトル を解析
する こ とに より ､ 131 0 H(∂E5.56) は フ リ ー で 存在 し､ 13 H(6H5.23) とカ ッ プ
ル して い る ことがわか っ た｡ さら に ､ Fig. 2-9 に示 した各種 NM Rス ペ ク トル を
解析する こ と により ､ T T- E の Clか ら c 17の ア ンサ部分および c 29フう1ら c 38
の N - シ ク ロ へ キ シル カルポニ ルア ラ ニ ン部分はトリ エ ノ マ イ シ ン A 8) の それ
と同じで あ る ことが明らか に な っ た . こ の 結果 は T T- E と トリ エ ノ マ イ シ ン A
の 構造 の 違い は ､ フ ェ ノ ー ル性の ク ロ モ フ ォ ア 一 部分 に ある こと を示 した . し
たが っ て ､ T T-E のそ の 部分の分子式は c8H5N O2S で あ る こ とが明らか にな っ た｡
さ らに ､ Fig. 2-10に示した T T- E の H M B Cス ペ ク トル解析 に より ､ その メテ レ
ン基 の 17 H(∂｡3･06) は ､ c 18(∂｡ 129.6) お よび c23(∂｡117.9) にカ ッ プルし
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Table2-2 13c a nd lH N M R data ofthiazinotrie nomycin sB a ndE
Carbon TT- B T r- E
No . 13ca lH b 13C a lH b
1 17 1.5 S
2 42.6(t)
3
4
5
6
7
8
9
10
ll
12
13
1 4
1 5
1 6
17
18
19
2 0
2 1
22
23
2 4
2 5
2 6
2 7
2 8
2 9
3 0
80.7(d)
1 3 1.4(d)
135.7(d)
12 9. (d)
13 5.8(d)
134.0(d)
13 0.8(d)
3 3.9(t)
75.4(d)
3 9.2(d)
68.2(d)
1 40.3(s)
1 23.1(d)
2 6.5(t)
3 2.1(t)
131.5(s)
1 4 7.0(s)
12 4.5(s)
1 14.9(s)
13 1.4(s)
1 1 8.5(d)
3 0.6(t)
1 6 5.8(s)
10.0(q)
2 1.2(q)
5 6.3(･q)
17 3.4(s)
49.6(d)
3 1 1 7.4 (q)
32 17 6.9(s)
33 4 5.0(d)
34 3 0.1(t)
3 5 2 6.0(t)
3 6 26.1(t)
3 7 26.2(t)
3 8 3 0.1(t)
3.17, 3.25(2H, m)
4.52(1 H, m)
5.72(1 H, dd, 8.9, 1 5.3)
6.6 6(1 H, dd,
6.42(1 H, dd,
6.60(1 H, dd,
6.3 3(1 H, d d,
10.9, 1 5.3)
1 0.9, 15.3)
10.9, 15.3)
10.9, 15.3)
6. 10(1 H, m)
2.4 2, 2.86(2 H, m)
5.37(1 H, m)
2.30(1 H, m)
5.29(1 H,br)
5.6 1(13- O H, br, 5.0)
5.3 7(1 H, m)
2.7 2(2 H, m)
2.3 0, 2.3 1(2 H, m)
8.39(19- OH, s)
l l.0(2 0- N H, s)
l l.7(22- N H, s)
7.1 5(1 H, s)
3.52(1 H, d, 1 4. 6)
3.5 8(1 H, d, 1 4.6)
0.8 9(3 H, d, 6.7)
1.9 3(3 H, s)
3.30(3 H, ら)
4.82(1H , m)
9.0 1(30 - NH, a, 6. 1)
1.59(3 H, d, 7.3)
2.42(1 H, m)
1.72(2 H, m)
1.1 6, 1. 5 5(2H, m)
1.1 5(2 H, m)
1.7 0(2 H, m)
2.0 6(2 H, m)
1 70.5 S
43.6(t)
80.8(d)
13 1.7(d)
13 5. (d)
129.9(d)
13 4.8(d)
1 33.7(d)
130.8(d)
3 3.5(t)
7 5.4(d)
3 8.9(d)
68. 3(d)
1 40.6(s)
124.0(d)
2 7.2(t)
29. 8(t)
12 9.6(s)
14 4.0(s)
12 6.8(s)
1 09.5(d)
1 3 1.5(s)
11 7.9(s)
30.7(t)
1 6 5. 9(s)
10.2(q)
2 1.4(q)
5 6.2(q)
1 73.2(s)
4 9. 6(d)
1 7.3(q)
177.0(s)
4 4.9(d)
29.2(t)
2 6. 1(t)
2 6.2(t)
･2 6.0(t)
2 9.9(t)
2.9 5(1 H, dd, 10.7, 1 2.2)
3.16(1 H, dd, 4.3, 12.2)
4.4 5(1 H, m)
5. 75(1 H, dd, 8.9;1 5.6)
6.56(1H, dd, 10. 1, 1 5.6)
6.32(1H, dd, 10.0, 15.0)
6.37(1 H, dd, 1 0.0, 15.0)
6.20(1H, dd, 1 0.1, 1 5.3)
5.9 5(1 H, m)
2.3 6, 2.8 4(2 H, m)
5.3 4(1 H, m)
2.2 7(1 H, m)
5.2 3(1 H, m)
5.5 6(13- O H, br, 4. 6)
5.41 (1 H, m)
2.64, 2.7 5(2H , m)
3.0 6, 3.1 7(2 H, m)
9.7 4(1 9- O H, br)
10.83(20- N H, s)
7.6 3(1 H, s)
l l.8(2 2- N H, s)
3. 54(1 H, d, 14.6)
3.60(1 H, d, 14.6)
0.9 4(3 H, d, 6.7)
2
.
03(3H , ら)
3.27(3 H, s)
4.7 8(1 H, m)
9.09(30- NH, d, 6.1)
1.5 8(3 H, d, 7.3)
′
2.44(1 H, m)
1.95, 1.7 3(2 H, m)
1.17(2 H, m)
1.1 7, 1. 55(2H, m)
1.70, 2.05(2H, m)
- 1.1 7(2 H, m)
a Mea su redin pyrldin e- d5 at 1 2 5 M H乞;che mic alshiftsln ppm fro m T M S
b M e as ur edin p yridine - d5 at 50 0 M Hz; che mic alshiftsin p pm fr o mT ”S
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て おり ､ また ､ 17 H(6n3.17) は c 19(∂c144.0) にカ ッ プル して い る こ とがわ
か っ た ｡ さ らに ､ 芳香族のプロ トン で ある 21 H(6H7.63) は c 19､ C20(6｡126.8)､
C 22(∂｡131.5) お よび c 23に カ ッ プル して い る こ とが わか っ た ｡ また ､ T T- E
の 1H N M Rお よび 13c N M Rス ペ ク トルデ ー タ の 結果はフ ェ ノ ー ル性の ク ロ モ フ
ォ ア 一 部分に は, 22N H(6811.8) か らなる ア ミ ド基､ および c25(6c165.9) な
らび にメチ レ ン基 (24 H, 6 E 3.54, 3.60, 6 c3 0.7) が存在する こ とを示した o さ
らに ､ 24 H2 の メテ レ ンプロ トン の プロ トン ス ピン結合定数の 値が 14.6 Hz で あ
る こ とか ら､ こ の メチ レン基が環状構造 の 一 部をな して い る こ とがわか っ た ｡
さ らに ､ H M B Cス ペ ク トル を解析した結果は 24- H2 の メテ レンプロ トンが硫黄
原子を介して C 23お よび c25 にカ ッ プル し､ また, 22 N Hが c 22お よび c 24
にカ ッ プルして い る こ とを示した ｡ すなわち ､ T T- E のク ロ モ フ ォ ア 一 部分の 構
造は ､ c8H5N O2で表される ベ ン ゾチ ア ジ ン で ある こ とがわか っ た o さら に ､ c 19
(∂｡ 144.0) は ､ 通常の フ ェ ノ ー ル性炭素の 化学シ フ ト値に 比 べ て高磁場 にシ フ
トして い たの で ､ こ の 水酸基をメチル化する こ とに より ､ c 19は フ ェ ノ ー ル性
の炭素で ある こ とが明らか に な っ た ｡
ア ンサ 部分の トリ エ ンの 幾何異性はす べ て シス (E) で あ っ た ｡ すなわち ､ Fig.
2-7 に示 した とおり ､ プロ トンス ピ ン結合定数の 値が c 4および c 5は 15.6 Hz､
c 6および c 7は 15.O Hz な らび に c 8および c9は 15.3 Hz で あ っ た ｡ また ､ 15 H
(6H5.4 1) および 27H, (6H 2.03) の 間で N O Eが観測された ことか ら､ c 14 の 2
重 結合 の 幾何真性はトラシス (Z) で あ っ た ｡ 以上 の解析の結果 ､ T TI E の推定
構造を Fig. 2-11に示 した｡
ペ ン シル ベ ニ ヤ大学 (u. s. A .) の A. B. Smitb らに より ､ T T_ E の C3､ Cll､
C 12､ C13 お よび c 30 の相対 な らび に絶対構造はそれぞれ R､ S､ S､ R お よび
R と推定され 19)､ トリ エ ノ マ イ シ ン類の それ と同じ結果 で あ っ た 20)｡ そ の 後 ､
A. B. S mith らの TTI E の 合成研究 により ､ T T-E の 構造 は確立 した 21･2 2).
T T類の ア ンサ部分 の 生合成経路はマ イ コ トリエ ニ ンと同 じで あると考えた 23)0
すなわち ､ T T-E の Clから clO､ C 15お よび c16部分の炭素は 6分子 の 酢酸由
来で ある ｡ また､ c ll､ C 12お よび c 26な らび に C 13､ C 14お よび c 27部分 の
炭素は 2 分子 の プロ ピオ ン酸由来で ある ｡ さ らに ,〟C29 か ら c31 には D - ア ラ
ニ ンが取 り込 まれ ､ シク ロ ヘ キサ ン部分は シキ ミ酸経路で 生合成され る と考 え
た.･ T T類に特徴的なク ロ モ フ ォ ア - 部分の ベ ン ゾチ ア ジ ン の 生合成経路は明
らか で はな い が ､ ベ ンゾチ ア ジ ン を作る菌として は M J672- m3 株以外 の放線菌
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で は､ str eptomyc e s. Albolo ngu s
24) お よび Actinom adu rave r r ucos o spo r a
25) な どが
あり ､ バクテリア で はバ チル ス sp. No. 3072
26) などの 報告がある ｡
チ ア ジノ トリ エ ノ マイ シ ン B (TT-B) の
1
H N M Rおよび 13c N M Rス ペ ク トル
を解析した結果 を Table 2- 2 に示 した ｡ Fig. 2-9 に示 したとおり ､ 各種 N M Rス
ペク トルお よびマ ス ス ペ ク トル を解析した結果は T T- B の C lか ら c 17 のア ン
サ部分および c 3 か ら c38まで の シク ロ ヘ キサ ン部分は､ T T- E のそれ と 同じ
で ある こ とを示した o また ､ Fig. 2-2お よび Table2-2 に示 したとお り､ T T-B お
よび T T-E の U V吸収ス ペ ク トル を解析する ことに より ､ T T- B および T T- E で
は ､ わずかで はある が ､ そ の パ タ ー ンが異 なる こ とか ら T T- B および T T- E の構
造 の違 い は ､ フ ェ ノ ー ル性 の ク ロ モ フ ォ ア - 部分に ある こ とが京唆された ｡ そ
こ で
1
Fig･ 2-lOに示 した H M B Cス ペク トル を解析した結果 ､ T T- E の 20 N H(6
HIO･83) は c 21(6clO9.5, 6 H7.63) に ､ および 21 H(6H7.63) は c 20(6c126.8)
に ､ な らび に 17 H(6H 3,06) は c23(6｡117.9) に ､ それぞれ カ ッ プル して い る
こ とを示 した o さ らに ､T T- B の 芳香族 の プロ トンで ある 23 H(6H7.15) は c 18(6
c131.5) に ､ および､ 17 H(6H2.30) は c 23(6｡118.5) に カ ッ プル して い る こと
がわか っ たo したが っ て ､ T T- B および T T- E の タ ロ モ フ ォ ア 一 部分の ベ ンゾチ
ア ジン環の巻き方が逆向き で ある こ とが明 らか にな っ た 12)｡ 以上 の解析 の 結果 ､
T T-B の推定構造 を Fig. 2- 12に示 した ｡
次に､ T T- A ､ T T- C お よび T T- D の 1H N M Rな らび に 13c N M Rス ペ ク トル を
解析した結果を Table 2-3 に示 した ｡ また, u v吸収ス ペ ク トル を解析した結果
を Table 2-2 に示した o これ らの デ ー タ にもとずく ､ T T- A お よび T T_ D の 構造
の違い は､ 先に述 べ た T T- B お よび T T- E の 構造 の 違い と同 じで あ っ た o すなわ
ち Fig. 2-9 に示 したとおり ､ 側鎖部分 の シク ロ ヘ キサ ンが T T-A お よび T T- D で
はシク ロ へ キセ ンで あ っ た . 以上 の解析 の結果 ､ T T- A お よび T T- D の 推定構造
を､ それぞれ Fig. 2-13お よび Fig. 2-14に示 した ｡
T T- C の構造は Fig. 2-11に示 した とおりク ロ モ フ ォ ア 一 部分お よびア ンサ部
分の構造が T T-E と同じで あるが ､ Fig. 2-10に示 した とお り T T- E の側鎖部分の
シク ロ ヘ キサ ンが ､ T T- C で はイ ソ プチル で あっ た o 以上 の解析 の 結果 ､ T T- C
の 推定構造をFig. 2-15に示 した ｡
T T- A ､ T T- B､ T T- C お よび T T- D の C3､ C ll､ C 12, C 13および c 30の 立体
配置は未定で あるが ､ 各種 N M Rス ペ ク トルデ ー タ の結果はケミ カル シ フ トお
よびプロ トンス ピン結合定数の値が ほぼ同じで ある こ とか ら ､ これ らす べ て の
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物質の 立体配置は T T- E とす べ て 同じで ある ことを示した ｡
第 3 節 チ ア ジノ トリ エ ノ マイ シ ン Fまは び G の物理化学的性質ならび に
平面構造
チ ア ジノ トリ エ ノ マイ シ ン F (T T-F) お よび G (T T- G) の 物理化学的性状を
Table 214 に示 した. また ､ T T-F お よび TT- G の1H N M Rおよび13c N M Rス ペ
ク トル を解析した結果を Table2-5 に示した ｡ T T- F および T T- G は白色粉末で ､
溶解性は いずれも T T-E とほぼ同じで あ っ た｡ また､ いずれの 物質 も室温で安
定で あり吸湿性も示さなか っ た｡ マ スス ペ ク トル を解析する ことに より ､ TT- F
の 分子 量 は F A B- M S(負イオ ン モ ー ド) にお い て ､ ny(z 676に擬イ オ ン ピ ー ク
(M - H)
‾ が ､ また F A B- M S(陽イオ ン モ ー ド) にお い て , m/z 678に擬イ オン ピ
- ク (M＋H)
' が観察された こ とから 677で ある ことが明 らかに な っ たo また､
T T- G の 分子 量は F A BI M S(負イオ ン モ ー ド) にお い て m/z678に擬イオ ン ピ ー
ク (M - H)
- が ､ また F A B- M S(陽イオ ンモ ー ド) にお い て m/z 680に擬イ オン
ピ - ク (M＋H)
＋ が観察 さ れた こ とか ら 679と決定した o さ ら に , 高分解能
F AB- M S スペ クトルおよび各種 NM Rス ペ クトル を解析する こ と
_
に より ､ T T- G
の 分子式は c3,H.卵,0,S で ある こ とが明らか にな っ た o また ､ u vス ペク トルを
解析する こ と に より ､ T T- G に トリ エ ン構造およびフ ェ ノ ー ル性水酸基が存在
する こ とが明らかにな っ た｡
T TI G の各種 N M Rおよ び u vス ペ ク トルを T T-E のそれらと比較した結果は､
T T-Eお よび T T- G で はフ ェ ノ ー ル性ク ロ モ フ ォ ア 一 部分の 構造が異な っ て おり ､
T T- G のそq)部分の分子式は c,H,N O Sで ある こ とを示した｡ また ､ Fig. 2-16に
示す T T- G の H M B Cス ペ クトル を解析した結果は ､ 17H(6H3.22) が c 19(6｡
146.7) お よび c 23(6｡133.6) にカ ッ プル し､ 芳香族のプロ トンで ある 21 H(6H
8.62) が､ c 19, C 20まは び c 23に カ ッ プルして い る ことを示した ｡ さ らに ､ 芳
香族のプロ トンで ある 24 H(6H 9.18) が , 硫黄原子 を介して C23に ､ お よび窒
素原子を介 して C22(∂｡147.3) にカ ッ プル して い る こ とがわか っ た ｡ したが っ
て ､ T T_ G の ク ロ モ フ ォ ア 一 部分の 構造は ベ ンゾチアゾ - ル の 誘導体で ある こ
とが明らかにな っ た o 以 上の解析の結果 ､ T T- G の推定構造を Fig. 2-17 に示 し
た｡
T T_F および T T- G の 各種 N MR ス ペ ク トル ､ U Vス ペ ク トル およびマ ス ス ぺ
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クトルを解析した結果を比較する こ と に より ､ T T- G の側鎖部分 の シク ロ ヘ キ
サ ンが T T-F で はシク ロ へ キセ ン に置き換 っ て い る こ とが明らか に な っ た . 以
上の 解析の結果､ T T-F の推定構造を Fig. 2-18に 示 した ｡ T T-F お よび T T- G の
c3, C ll､ C 12､ C13お よび c 29の 絶対構造は未定で あるが , T T_ G お よび T T_
E のケ ミカル シフ トとプロ トンス ピン結合定数 の値がほぼ同じで あ る こ とか ら,
それ らの 立体配位置はすべ て T T- E と同じで ある と考 えた ｡
第4節 ベ ンズオキサゾマ イ シ ン の 物理化学的性質および平面構造
ベ ンズオキサゾマ イ シ ン (B O Z) の 物理化学的性状を Table 2-4 に示した ｡ ま
た ､
.
1H N M Rおよび 13c N M Rス ペ ク トル を解析した結果 を Table2-5 に示した ｡
B O Zは白色粉末として得られ ､ 室温 で安定で あり吸湿性も示さなか っ た ｡ メ タ
ノ ー ル および エ タノ ー ルな どの ア ル コ ー ル に 溶けやす い が ､ ヘ キサ ンお よび水
に溶 けにくか っ た ｡ マ スス ペ ク トル を解析する こ とに より ､ 分子量 は F A B- M S
(負イオ ンモ ー ド) に おい て , nVz 635に擬分子イオ ン ピ ー ク (M - H)
- が ､ また
F A B- M S( 陽イ オ ンモ ー ド) にお い て nu(z 636に擬分子イオ ン ピ ー ク (M)＋ が観
察された こ とか ら 63 6で ある こ とが 明 らか にな っ た ｡ また高分解能 F A B- M Sス
ペ クトル ならび に各種 N M Rス ペ ク トル を解析す る こ とに より ､ そ の 分子式は
C36H48N208で ある こ とが明らか にな っ た ｡ u vス ペ ク トル を解析した結果は 240
n m (1ogE 4.15) の 吸収帯はジ エ ン の存在を示唆し ､ さ らに ､ 中性条 件下 で の
308n m (1oge 3.16) の U V吸収が ､ アルカ リ性で は 320n m (1ogE 3.15) に シ
フ トする こ とか らフ ェ ノ ー ル性水酸基 の存在を示した ｡
1H- 1H C O S Yス ペ ク トル を解析す る こ とに より ､B O ZはFig. 2-19に示した B O Z
の 炭素原子 c 2か ら c 13, C 15か ら c 17､ C 28および c 29な らび に c31か ら c3 6
で表され る 4 つ の部分より構成され て い る こ とが明 らか にな っ た ｡ さ らに ,
H M B Cス ペ ク トルを解析する こ と に より ､ それ らの 部分を連結さ せ た｡ つ い で ､
H MBC ス ペク トル を解析する こ とに より ､ 13- O H(6甘 5.77) は 13 H(6｡4_7 6)
にカ ッ プル して おり ､ さ らに 1 7 H(6H3.0 5) は c 19 (6c138.1) に ､ また 21 H
(6H8.4 9) がc 19､ C 20(6｡12 6.9) お よび c 22(6c15 2.3) にカ ッ プル して い
る ことが 明らか にな っ た｡ また, 各種 N M Rス ペ ク トル を解析した結果は c22
に フ ェ ノ ー ル性の プロ ト ンの 存在を示した ｡ これ と同じ解析 に よ っ て C lか ら
c 17および c28から c 36は T T- E の構造 と同 じで ある こ とが明らか にな っ たが ､
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構造が存在しない こ とがわか っ た ｡ そ こで , BOZ の ク ロ モ フ ォ ア - の 分子式は
C6E,02 と推定したo さ らに ､ H M B Cス ペ ク トル を解析す る ことに より ､ c 19は
エ ー テル 結合を介して C 5(∂｡74.0) に結合し､ c20はアミ ドの窒素原子を介
して C 4(∂｡62.5) に結合して い る こ とが明らかに な っ た ｡ こ の 結果は B O Z の
ク ロ モ フ ォ ア - はピロ リ ジノ ン と ベ ンズオキサゾ - ルが結合した構造で ある こ
とを示 した｡ 以上 の解析の結果､ B O Zの 推定構造を Fig. 2-20に示 した ｡
また ､ B O Z のジエ ン部分の幾何異性はシ ス (E) で あ る と考 えた . すなわち ､
プロ トンス ピン結合定数の値が c 6および c 7な らび に c 8お よび c9 は両方と
も 15.4 Hz で あ っ たo さ らに ､ 15 H(6日5.29) と 25 H 3(6H 2.07) の 間で N O E
が観測された結果は c 14 の2重結合の幾何異性はトラ ンス (Z) で ある こと を示
した ｡ しか し､ c3､ C4､ C 5､ C ll､ C 12､ C 13お よび c 28 の立体配置は未定で
ある . こ の 物質 に特徴的なク ロ モ フ ォ ア 一 部分の 生合成は マ イ コ トリ エ ニ ン 9)
の C19 の炭素が , そ の ア ンサ部分 に存在するトリ エ ン の 一 部分の C 5とエ ー テ
ル結合を介して 結合 し､ ピ ロ リ ジ ノ ン および ベ ンズ オキサ ゾ - ル がで きる と考
えられ る ｡
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第5節 ヒ ドロ キ シマ イ コ トリ エ ニ ン A および B の物理化学的性質ならびに
平面構造
ヒ ドロ キシ マイ コ トリ エ ニ ン A (H M T N- A) の 物理化学的性状を Table 2-6 に
示 した ｡ 1H N M Rおよび 13c N M Rス ペ ク トルを解析した結果を Table 2-7 に示
した o H M T N- A は桂色粉末と して得られ ､ 室温 で安定で あり吸湿性も示さな
か っ た . メタノ ー ルおよびク ロ ロ ホルム に良く溶けるが ､ ヘ キサ ンおよび水 に
溶けにくか っ た . マ スス ペク トル を解析する こ とに より ､ F A B- M S(負イオ ンモ
ー ド) に おい て ､ m/z651 に擬分子イオ ン ピ ー ク (M - H)
- が ､ また F A B- M S(陽イ
オ ンモ ー ド) お い て ､ m/z 675に擬イ オ ンピ ー ク (M＋Na)
' が観察された こ とか
ら分子量は 652で ある こ とが明らか にな っ たo さ らに ､ 高分解能 F A B- M Sお よ
び各種 N M Rス ペ クトル を解析す る こと により ､ 分子式は c36H48N20, で ある こ
とが明 らか にな っ た. H M T N- A の UV ス ペ クトル を解析す る こ とに より ､260n m
(1oge 4.52)､ 272n m(1og∈ 4.57) および 280n m(1ogE 4･50) に吸収帯を示した
ことか らトリエ ンの 存在が明らかに な っ た｡
各種 N M Rス ペク トルを解析する こ とにより､ H M T N- A は Fig. 2-21に示 した
炭素原子 c 2か ら c13, C 15か ら c17､ C 28およ び c 29な らび に C3 1から c36
で表される 4 つ の部分より構成され て い る こ とが明らか にな っ たo また , H M B C
ス ペ ク トル を解析す る こと により､ これ らの部分を連結さ せ た とこ ろ ､ H M T N-
A は マイ コ トリ エ ニ ン -Ⅰ 9) の類似物で ある こ とが明 らかに な っ た｡ また両化合
物の分子量は 16違う こ とから､ H MT N-A の構造 はマイ コ トリ エ ニ ンⅠ の 構造
に酸素原子が 1 個付加して い る ことが明らかにな っ たo さらに ､ 塩化第 一 鉄に
よる呈色 反応の結果はク ロ モ フ ォ ア - の ベ ン ゾキノ ン部分 に水酸基が結合 して
い る こ とを示 した ｡
HMB Cス ペ クトル を解析す る こ とに より , 21 H(6｡7.80) は c 19(6c182.68)､
c 20(6c140.23) および c23(6c157.31) にカ ッ プリ ングして おり , また17 H2(6
B2.75､ 2.83) ほ c 18(6cl18.48)､ C 19お よび c23にカ ッ プリ ングして い る こ
とが明らか にな っ た｡ これ らの結果 ほ c23に水酸基が結合して い る こ とを示 し
た ｡ しか し､ 1H N MR ス ペク トルを解析したと ころ ､ C 13(∂｡68.69) および c23
の水酸基の化学シフ トが観測されなか っ たの で ､ Fig. 2-22に示したとおり､ こ
れ らの部分をア セチル化する こ と により H M T N- A の推定構造 の確認をお こな
っ た ｡
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Table2 -6 Physic o- che micalpr ope rtie s ofH M T N- A a ndB
H M TNrA H M T N- B
Appe a r a n c e
[α]D22(co.1, MeO H)
Mole c ula rfo r m ula
F A B- M S(m/a, Po §.)
FA B- M S(m/a, Neg.)
H R F A B- M S(m/a, Pos .)
C alcd:
Fo u nd:
u vn m 入
m a x
MeO H(log a)
入
m a x
MeO H-NaO H(log E)
入
m a x
MeO H-H Cl(log a)
IRv KBrm ax c m
-1
Rfvalu e o nT L Ca
(C H C13- MeO H, 10:1)
(tolu e n e- a ceto ne, 3:2)
H P L Cr ete ntio ntim e(min)b
Solubility
Soluble
ln s oluble
Yello w po wde r
＋190o
C36H48N209
651(M - ”)
I
675(M＋Na)＋
652.3360(a sC36H48N209)
652.3373 M
‾
245(sh, 4.19), 250(4.46)
260(4.5 2),272(4.57)
280(sh, 4.50), 315(4.06)
240(sh, 4.40), 250(4.45)
260(4.52), 272(4.58)
28 0(sh, 4. 51),320(4.08)
20 8(4.26), 250(sh, 4.26)
2 60(4.50), 272(4.61)
2 80(4.52), 305(4.08)
33 50, 1730,1 660,1 530,
121 0, 1000
0.54
0.2 8
5.5
D M SO, C H C13, M eO H
Pyridin e, Me2C O
H20, n - he xan e
Yello wpo wde r
＋1 50
o
C36H48N209
651(M - H)
‾
675(M＋Na)＋
652.3360(a sC36H48N209)
652.3394 M
‾
245(sh, 4.46), 250(4.50)
260(4.55), 272(sb, 4.59)
280(sb, 4.5 2),315(4.07)
240(sb, 4.40),250(4.4 8)
260(4.56),272(4.60)
280(sh, 4.53),3 20(4.53)
208(4.30),250(sh, 4.34)
260(4.53),270(4.63)
280(4.55), 30 5(4.15)
3350,1730, 1660,1 530,
1210
,
1000
0.61
0.34
8.3
DM S O, C H C13, MeO H
Pyiridine, Me2CO
H20, n - be xa n e
aSilic agel Art. 5715
bse n shu - pak 5LLC18- 100A(3.9 m mX150m m), m obile phas e :
65 % MeO H/1 2mM pho sphatebuffe r(pH 2.89), 且o w r ate :2.0 ml/min
detectio n :250n m , te mpe r atu r e:40℃
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Table 2- 7 13c and lH N M R data of H hrIN - A and B
carbo n H MTN - A H MTN - B
No. 13Ca lHb 13ca lHb
1 1 70.50(s)
2 44.7 6(t)
3 79.79(d)
4
5
6
7
8
9
10
l l
12
13
1 4
15
16
17
18
19
20
2 1
2 2
23
2 4
2 5
2 6
2 7
2 8
2 9
30
3 1
3 2
3 3
3 4
3 5
3 6
13 2. 4(d)
134.35(d)
1 30.13(a)
1 3 4.0 9(d)
1 33.5 5(d)
1 30.63(d)
33.0(t)
7 5.3 7(d)
3 9.5 2(d)
6 8.6 9(d)
14 0. 3(s)
1 25.5 1(d)
2 7.0 4(t)
24.12(t)
1 18.48(s)
1 8 2.68(s)
140.23(s)
1 11.19(d)
185.1 9(s)
157.31(s)
1 0
.
･63(q)
2 0.86(q)
5 6.29(q)
1 7 3.18(s)
49.18(d)
17.35(q)
1 76.7 4(s)
4 4.8 7(d)
3 0.12(t)
2 5.89(t)
2 5.9 6(t)
2 6.0 9(t)
2 9.7 8(t)
3.03(1H , dd, 3.6, 1 2.6)
3.23(1 H, dd, 1 0.0, 12.6)
4.2 2(1 H, ddd, 3.6, 7.6
,
10.0)
5.8 6(1H, d d, 7.6, 15. 6)
6.4 5(1 H, m)
6.3 2(1 H, m)
6.3 2(1 H, m)
6.2 3(1 H, m)
5.80(1 H, ddd, 6.4, 8.5
,1 5.0)
2.4 1, 2.73(2H, m)
5.33(1H, m)
2.3 6(1 H, m)
5. ll(1 H, br, 4.6)
5. 43(1 H, brd, 8.5)
2.3 5, 2. 60(2 H, m)
2.7 5, 2.83(2 H, m)
9.6 4(2 0- N H, ら)
7.8 0(1 H, s)
1.15(3 H, a, 7.0)
2.09(3 H, br s)
3.2 9(3 H, s)
4.7 0(1 H, quintet, 7.0)
8.8 9(2 8- N H, d, 6.6)
1.44(3 H, d, 7.3)
2. 40(1 H, m)
- 1.6, - 1.9(2 H, m)
- 1.1, - 1.6(2 H, m)
- 1.1, 1.49(2 H, m)
- 1.1, 1.6(2 H, m)
- 1.6, - 1.94(2 H, m)
1 70.48(s)
4 4.8 7(t)
7 9.83(d)
1 3 1.8 0(d)
1 3 4. 6(d)
1 29.4 4(d)
1 3 5.00(d)
132.8 3(d)
13 2.8 8(d)
36.8 2(t)
7 0.8 5(d)
4 0.16(d)
74.37(d)
1 35.0 0(s)
1 2 7.4 8(d)
2 6.96(t)
2 3.89(t)
1 1 8.14(s)
18 2.55(s)
14 0.2 5(s)
1 1 1. 9(d)
185.3 2(s)
1 57.0 0(s)
l l.2 1(q)
2 0.85(q)
56.2 3(q)
17 3. 1(s)
4 8.9 7(d)
1 7.64(q)
1 76. 4(s)
4 4
.95(d)
3 0.02(t)
2 5.9 6(t)
2 6.1 0(t)
2 5.9 4(t)
29.9 8(t)
3.04(1 H, dd, 3.6, 12.4)
3.19(1 H, dd, 10｡0, 12.4)
4.2 2(1 H, add,3. 6, 7 .6
,1 0.0)
5.84(1 H, dd, 7.6, 15.6)
6.4 7(1H, dd, 9.5, 15.6)
- 6.3(1 H, m)
- 6.3(1H, m)
- 6.3(1 H, m)
6.08(1H, add, 5.8, 8.9
,15.0)
- 2.4, 2.6(2 H, m)
3.9 9(1 H, ddd, 2.4, 5.2
,8.0)
2.3 7(1 H, m)
6.47(1 H, m)
5.4 6(1 H, m)
- 2.3, -2.7(2 H, m)
- 2.7, -2.8(2 H, m)
9.5 8(2 0- N H, s)
7.8 5(1 H, s)
1.08(3 H, d, 6.8)
1.84(3 H, brs)
3.2 8(3 H, ら)
4.8 7(1 H, quintet, 7.0)
8.84(28- NH, a, 7こ0)
1.54(3 H, d, 7.4)
- 2.3 5(1 H, m)
- 1.6, 1.9 3(2 H, m)
- 1.1, - 1.6(2 H, m)
- 1.1, 1.4 9(2 H, m)
- 1.1, -1.6(2 H, 孤)
- 1. 6, 1.93(2 H, m)
a M easur edin pyridin e -d5 at 12 5 M Hz; che mic alsfiftin p pm fr om T ”S
b Me a su redin pyrldine - d5 at 500 MH z; che mic alsfift in p pm fr o mT ”S
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また ､ プロ ト ンス ピ ン結合定数の値より ､ アンサ部分の トリ エ ンの 幾何異性
はす べ て シス (E) で あっ たo さら に , 15H と 25 Hの間に N O Eが観測された こ
とか ら､ c 14の 2 重結合の幾何異性はトラ ンス (Z) で ある ことが明らか にな っ
たo 以上 の 解析の結果は H M T N- A の 推定構造 を Fig. 2-23に示 したo しか し ､
HM T N_ A お よび BMT N_ B の C 3､ C ll､ C 12､ C 13お よび c 28の 相対 ､ 絶対構
造は未定で ある 27). また str epto myce s c ollin u sの 生 産す る マ イ コ トリ エ ニ ン
(M T N) の 生合成経路はすで に報告されて おり ､ H M T Nも こ れと同じ経路で 生
合成され ､ さ らに ､ M T Nの 構造の C 23に水酸基が 一 つ 付与された と考えた 28)o
ヒ ドロ キ シ マイ コ トリ エ ニ ン B (H M T N- B) の 物理化学的性状を Table 2- 6 に
示 した ｡ また､ 1H N M Rお よび 13c NM Rス ペ ク トル を解析した結果を Table 2-7
に示したo H M T N-B の色､ 溶解性および安定性は H M T N- A とほぼ同じで あ っ
た . また､ 高分解能 F A B- M S､ U V および各種 N M R スペ ク トル を解析する こ
とに より､ H M T N-B の 分子式お よび uv 吸収 の パ タ ー ンも H M T N- A と同 じで
ある こ とが明らか にな っ た ｡
各種 N M Rス ペク トル を解析した結果は H M T N- A お よび H M T N- B の構造の
違い がア ンサ部分に ある こ とを示 した ｡ すなわち ､ H M T N- A の C ll の化学シ フ
ト値 は ､ 6H5.33および6c7 5 3 7で ある の に対 し､ H M T N- B の それは , 6H 3･99
および 6c 70.85で あ っ た｡ また ､ H M T N- A の C 13 の化学シ フ ト値 は6H5･11お
よび 6｡68.69で ある の に対 して ､ HM T N- B で は6H6.4 7および6｡74 3 7で あり ､
これ らの 値が大きく異な っ た｡ さ らに H M T N- B の IH -13c ロ ン グレ ン ジ ･ ク ロ
ス ピ ー ク を解析する こと に より ､ N - シク ロ へ キ シ ルカ ルポ ニ ル ア ラ ニ ン部分が
c 13に 結合して い る こ とが明らか に な っ た ｡ 以上 の解析 の 結果 は H M T N- B の推
定構造を Fig. 2-24に 示した｡
1H N M Rス ペ ク トル の 解析で は cllお よび c2 3 の
水酸基 の吸収帯を観測で きなか っ た の で , Fig. 2-22 に示 した とおり, これ ら の
部分をア セチル化する こ とにより推定構造 を確認 した ｡
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第3章 チ ア ジノ トリ エ ノ マ イ シ ン B の生物活性
チ ア ジノ トリ エ ノ マ イ シ ン (T T) 類は臨床の制癌剤で 認 められ る ような HeLa
お よび c 33 A の間で細胞増殖抑制活性に差を示さなか っ た ｡ 本章で は､ TT 類の
中で最もin vitr oで の活性が強く ､ しか も比較的大量 に得られたチ ア ジノ トリ エ
ノマ イ シ ン B (T T- B) を用 い て ､ 子宮頚部癌以外 の ヒ トの 癌に対する作用を調
べ た｡ すなわち ､ ヒ トの 癌パ ネル実験 , マ ウス に対す る急性毒性および吸収排
滑試験ならびにゼノ グラ フ トに よる抗鹿療効果 の試験 をお こ な っ た ｡ さ らに ､
T T-B は B S Y-1 (乳癌株) に対する ゼ ノグラ フ トの療治療実験 にお い て ､ 単 回
投与で優れた効果を示した こ とか ら T T-B の B S Y-1 に対する殺細胞活性の機序
を調 べ た ｡ さ らに ､ GI50を指標 に した場合､ T T- B に最 も感受性の高か っ た s c-6
(胃癌株) に対する T T- B の増殖抑制活性は血清に括抗的で ある こ とか ら ､ T T-
B の S C-6 における シグナ ル伝達 にお よぼす作用を調 べ た ｡
第 1節 ヒ ト培養痔細胞パ ネ ル実験
肺癌 (Lu) 7 系 ､ 胃癌 (st) 6 系 ､ 大腸癌 (co) 5系 ､ 卵巣癌 (ov) 5 系 ､
脳腫癌 (C N S) 6 系､ 乳癌 (Br) 5 系､ 腎癌 (Re) 2系お よび前立腺癌 (xpg)
2系の 計 38系より なる ヒト培養癌細胞を1 つ の パ ネル として T T-B の in vitro で
の 薬剤感受性試験をおこな っ た 29)o Fig. 3-1 に T T- B の癌バ ネL)i
,を示 した o こ れ
は, T T- B の 38種類 の癌細胞 に対す る有効濃度偏差を視覚的に表現 したも の で ､
T T- B に 対する癌細胞 の感受性が 一 目 でわ か る ｡ マ イ ナス の 値が大き い ほ ど低
い モ ル濃度で効く こ とを示 した ｡ 検定したす べ て の株 に つ い て Log G I5｡ の 平均
値 を求め ､ こ れ をミ - ン グラ フ ミ ッ ドポイ ン ト とし , これ よりも右側に長 い バ
ー が伸び るほ ど感受性が高 い こ と を､ 左側 に伸びる ほ ど感受性が低 い こ と をそ
れぞれ示した. Fig. 3- 2 に Log GI50､ LogT G Iお よび LogL C50を図式化 した もの
を示した ｡ すなわち G I5｡は co ntr olに 比 べ 増殖を 50 %に抑制する濃度で あり ､ T GI
は Tim e Ze r oと同じ細胞数に増殖を抑制する濃度 (見かけ上細胞数の 増減がな
い濃度) で ある o また ､ L C5｡は Tim eZer oの 50 gpに細胞数を減少させ る濃度 (殺
細胞効果が高い ほど ､ こ の 濃度が求まる) で ある ｡ 癌パ ネル実験 の結果 ､ T T- B
は多く の 固形癌に対し､ 殺細胞効果を示した . すなわち ､ B S Y-1､ M D A- M B-23
(乳癌株)､ sF-53 9､ S N B-75( 中枢神経系癌株)､ H C C 2998( 大腸癌株)､ N CI-
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H 2ヲ､ N CI- H 26, D M S273( 肺癌株)､ お よび R X F-631 L(腎臓癌株) などに対
し ､ 殺細胞効果が強か っ た o 癌パ ネル実験 の結果､ T T- B は癌細胞株間で特徴
的な増殖抑制活性を示した ｡ すなわ ち ､ T T- B の C O M PAR Eプロ グラム により
Finger P rint をデ ー タ ベ … ス 中の既存 のす べ て の 抗癌剤と比較した . さ らに ､ r
値が最も高い値 (1 に最も近 い値) を示した抗癌剤の r 値に もとずき T T- B を評
価したと ころ ､ そ の r 値が o.5< r <0,7 5で あ っ た ことか ら T T- B の Finge rP rint は
既知の 制癌剤に は見られな い 特徴的パ タ ー ン を示 し､ T T- B は新規作用機序を
有する こ とが明 らか に な っ た ｡
1 0 0 % Gr o wth
2 4 0 0 0
rlu mberof cells
(cells/w ell)
1 4 5 0 0
5 0 0 0
2 5 0 0
N olnblbltlo
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o
seed T
l
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第2節 急性毒性および吸収排滑試験
T T- B を IC R マウス の 腹腔内に投与し､ 急性毒性(L D5｡) を調 べ た｡ い ずれの
T T類も急性毒性は弱か っ たが ､ そ の 中で 最 も強い T T- B は 125mg/kgで あっ た｡
125mg/kg の T T- B を投与 したマ ウス は翌 日に死亡し ､ 胸腔内に浸出液が少量見
られ ､ しかも牌臓 の萎縮が認められた ｡ しか し､ それ以下の 濃度で は異常を示
さなか っ た｡
吸収排雅量を調 べ る ために 100皿g/kg の T T-B をマ ウス に皮下投与し､ 血紫
中および尿中の T T- B を H P L Cで 定量した o T T- B は投与後､ 約3時間で血中お
よび尿中濃度ともに最高に達し ､ そ れ らの 値は 7LLg/ miおよび 18LLg/mlで あ っ
た . したが っ て ､ T T- B の排雅量は少ない こ とがわか っ た . さらに T T- B は血清
(F B S) にほ とんど結合せず､ さ ら に ､ 血清中で安定で ある こ とが明らか にな
っ た ｡
第 3節 Ⅹe nogr a氏 に よる抗腫疲効果試験
トリ エ ノ マ イ シ ン
.
A は s arc o m a180および p388 le ukemia に対.L, in viv o で の
制痛惜性を示すこ とが報告されて い る 30). さ らに ､ ベ ンゾチア ジンは in vitro
で多く の 癌細胞に増殖抑制効果を示し 31)､ また､ in vivo で も s arc o m a180に対
して制癌効果を有する こ とが報告されて い る 32)｡ したが っ て ､ トリ エ ノ マイ シ
ン A と ベ ンゾチアジン の複合体から構成され る T T- B の制癌効果はトリ エ ノ マ
イ シ ン A の それ よりも強 い こ とを示唆した ｡ さらに ､ 癌パ ネル実験 の結果 ､ T T- B
が多く の 固 形癌に対して殺細胞的な活性を示した こ とか ら ､ T T-B を用 い て
Ⅹenogra氏 の 系で 療治療実験をお こな っ た 3
3)
0 B S Y-1 (乳癌)､ D M S273( 小細胞
肺癌)､ H T129(結腸癌) およびN CI- H 460(非小袖胞肺癌) に対する T T- B
.
0) L C5.
は Fig. 3-1 に示した とお り､ それぞれ ､ 15ng/ml､ 2 ng/mL 16〃一 g/ 血以上および
16LLg/ mi以上で あっ た ことから ､ B S Y-1 および D M S273は H T-29および N CI-
H 460にく ら べ て 1000倍以上 T T- B の殺細胞効果を受けやすい ことが示唆され
た｡ そ こ で ､ ヒ ト培養癌細胞パ ネル 3 8系の うちヌ ー ドマ ウス に移植可能な 31
系の 中か ら ､ T T- B に殺細胞作用 を受けやすい株 の 一 つ で あ る B S Y- 1 お よび
D M S 273､ な らびに殺細胞作用を受け にく い 株で ある H T-29お よび N C トH 460
を用 いた ｡ Fig. 3-3 に示 したとおり･ ､ ヌ ー ドマ ウス に移植した B S Y-1 の 増殖は
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⊂) ⊂)
⊂) し凸
∽ N
50 mg化g の TT- B を尾静脈内に単回投与する ことにより完全に 阻止され , か つ ､
体重 の 減少もほとんど示さな い こ とが明らかにな っ た ｡ さらに ､ Fig. 3-4 に示し
たとおり ､ D M S273に対 して T T- B を4 2mg/kg を連投する こと により ､ 10日目
および 14日目後の T/C (%) は､ それぞれ 25 %お よび 37 %で あ っ た ことか ら､
T T- B は D M S273に対して癌の 弱 い 治療効果を示す ことが明らかに な っ た
'
o し
か し､Fig. 3-5 に示したとおり ､ H T-29 および N CトH 460に対 して ､T T- B､ 72 mg/kg
を 1 回 ､ および 60mg化g を 4 日置 き 2 回投与 の実験をお こ な っ た結果 は T T-B
に よる治療効果がほとんど認められな い こ とを示した o したが っ て ､ T T-B に
よる癌の 治療効果の 結果は GI5｡お よび T GIよりも L C5｡が重要で ある ことを示
した ｡ 今後 ､ T T-B を制癌剤として開発する ため に は癌の縮小効果だけで はな
く ､ さ らに ､ TT-B に よる骨髄抑制および延命効果も調 べ る必要があ る と考 え
た ｡
こ れまで ､ 癌は主 に組織学的ならび に免疫学的手法により分類されて きたが ､
同じ型 に分類された症例 で も異な る臨床経過 をとる こ と ､ 同じ治療を行 っ て き
て も､ そ の 効果は症例に よ っ て 異な る ことが知 られて おり ､ 癌 をより詳細に分
類し､ それ に応じた治療を行う必要性があると考えられて い る o Fig. 3-6 は癌細
胞の - 特性として の 制癌剤感受性 とそ の 予測につ い て 示 した 一 例 で ある o
Fig. 3-1 で 示 した T T-B の癌^
o
ネル の癌細胞を用 い て ､ 細胞周期に関わる遺伝子
の発現 をウ エ ス タ ンブロ ツ ティ ングで調 べ た結果 34) はサイクリ ン E (cyc E)
および p1 6が強く発現して い る癌 に対 して T T-B は治療効果を示した o 一 方,
T T- B によ っ て 治療効果が認められた癌と認められなか っ た癌細胞株間で ､ R B
の 遺伝子発現 の 強さは同じで あ っ た ｡ さて ､ cyc E は R Bの リ ン酸化 に関係して
Gl から s 期 へ の 進行 を促進させ る機能があり､ p16は R Bタ ンパ ク のリ ン酸化
を阻害する こ とに より Gl期に停止させ る機能がある ｡ さらに ､ HeLa お よび c 33 A
に対 して も R 臥 P1 6および cyc E の発現を調 べ る こ とが必要で ある と考 えたo
さて ､ これ らの 遺伝子発現と TT- B の in viv o で の療治療効果との 関係は明ら
かで はない ｡ 臨床で は ､ あ らか じめ , T T- B に感受性の 高 い 癌細胞の細胞増殖
に 関わ る遺伝子産物の 発現をin vitro で 調 べ た上 で ､ これ らが強く発現して い る
癌に対 して T T- B を投与する こ とに より癌の 治療効果が上が ると考 えた ｡
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第 4節 B S Y-1 (乳癌株)に対する殺細胞作用
B S Y-1 の細胞増殖に対する T T- B の阻害作用は血清 に括抗しなか っ た の で ､
B S Y-1 に対する T T- B の作用点は増殖因子からの シグナ ル伝達以外で ある と考
えた｡
pc12細胞系を利用した実験に より ､ T T- B がチ ュ ー ブリ ンの 重合阻害作用 を
有する こ とを示唆する報告 13)に も とずき ､BSY -1 の LC5｡に相当す る濃度の T T- B､
10ng/血 を用 い て ､ B S Y-1 細胞 に対する細胞周期の 阻害作用 をフ ロ ー サイ トメ
トリ ー で調 べ た ｡ Fig. 3-7 の 結果は T T- B で 処理 した後､ 32時間 まで は G2/ M期
に蓄積する傾向がある が ､ 4 8時間後から細胞周期が再び進行する こ とを示 した ｡
すなわ ち ､ T T- B の G2/M周 に対す る作用は弱 い ことが明 らか にな っ た｡ したが
っ て ､ T T- B のチ ュ ー ブリ ン重合阻害作用は弱 い こ とが示唆された ｡ と こ ろで ､
Fig. 2 に示 した ア ンサ マ イ シ ン系抗生物質 の メイ タ ン シ ン はチ ュ ー ブリ ンに 作
用する と考えられて い る ｡ と こ ろが ､ 臨床で 用 い られ て い る制癌剤と p53 を介
する情報伝達経路における分子標的との 相 関関係を調 べ た報告 35) によ っ て , メ
イタ ン シ ンは夕キ ソ ー ルお よび ビン ブラス チ ン な どの チ ュ ー ブリ ンに作用する
物質と は作用機序が異なり ､ 野 生型の p53､ M D M2 の誘導および p21 の誘導な
らびに Glチ ェ ッ クポイ ントな どに対 して も作用 をおよぼす こ とが 明らか に され
て い る o したが っ て ､ T T- B の 作用 はチ ュ ー ブリ ン阻害 の ほか に もある と考 え
た ｡
さて ､ T T- B の 構造類似物質 で あ るサイ トトリ エ ニ ン A は H L 60な どの 血球
系 の癌細胞 に対して は T T- B と同じ強 さ の 増殖抑制活性を示すが ､ A 431お よび
HeLa 細胞な どの 固形癌に対して は ､ そ の 増殖抑制作用は弱 い こ とか ら ､ 血球
系の癌細胞に対する選択的な増殖抑制活性 の作用機序の研究がお こ なわれた 36)0
その 結果 ､ サイ トトリ エ ニ ン A は H L 60に対 して ア ポ ト ー シス を誘導す る こ と
を示した 37)｡ そ こ で ､ T T_ B が BS Y-1 に対 して カス バ - ゼ 9 を介して アポト ー
シス 38) を誘導するか どうか を調 べ た｡ すなわち , B S Y-1 細胞 に対する L C5｡よ
りも数倍高い濃度､ すなわ ち 50ng/ mi の T T- B で B S Y-1 を 3､ 5､ 24お よび4 8
時間処理し､ 37 kd の活 性化されたクリ ー ブ ドタイプの カ スバ - ゼが検出され
る か どうか をウエ ス タ ン ブロ ツ ティ ング法で調 べ た が , ほとん ど検出で きなか
っ た ｡ したが っ て ､ こ の結果 は T T- B が B S Y-1 に対しカス バ - ゼ 9 を介して ア
ポト ー シス を誘導しない こ とを示 した o
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第5節 s c-6 (胃癌株) に対する E G F受容体の機能阻害作用
s c-6 (胃癌細胞株)､ HeLa (子宮頚部癌細胞株)､ T-24(膜脱藩細胞株) およ
び L X-1 (肺癌細胞株) の増殖にお よぼすチア ジノ トリ エ ノ マ イ シ ン B (T T-B)
の 影響を調 べ た結果､ G I5｡は ､ それぞれ 1.6ng/mL lらng/mL 17ng仙 および 33
ng/ml で ､ 細胞株間で大きな差があ っ た｡ こ の 結果は T T- B が sc-6 細胞の 増殖
を､ ほか の 細胞より も特に強く阻害する こ とを示 した ｡ そ こで , 低い 濃度の T T-B
がおよぼす s c-6 に対する部分阻害の作用機序を調 べ た. s c-6 は第 1 節で述 べ
た ヒ ト培養癌細胞パ ネル に載 っ て い な い株で ある ｡ Fig. 3-8 に示 したとお り､
T TI B の 細胞増殖阻害作用 にお よぼす血清の 影響を調 べ た o 血 清濃度 の 異 なる
培地中で S C-6 細胞 を培養し､ T T- B による増殖阻害を調 べ たと こ ろ､ 血清濃度
が低くな る ほど増殖を強く阻害した 39)｡ また ､ 血清濃度と増殖速度の ､ それぞ
れの逆数を Ⅹ､ y 軸に とっ た図 (do uble r eciplo c alplot) より ､ T T- B の増殖阻害
活性が血清と括抗する こ とが明らか にな っ た ｡ しかし､ Fig. 3- 9 に示したとおり ､
T T-B に感受性 の低か っ た T-24や L X-1 の 結果 は､ この ような現象を示さなか
っ た｡ すなわち ､ T T- B は L X-1 に対して血清濃度と無関係に増殖を阻害し ､ T-
24 に対 して ､ S C-占 の 結果とは逆 に血清濃度が高い 旺ど増殖を強く阻害した こ
と により ､ T T-B は s c-6 とは異なる作用点で増殖を阻害する こ とが明らか にな
っ た ｡
細胞 の GJGl期か ら s 期 へ の移行に は増殖因子 に よる シグナル伝達が必要で
あり ､ 血 清飢餓に より G｡/Gl期に 同調 した細胞は血清添加後 10時 間 で S 期に入
る ｡ Fig. 3-10に示 したとおり, S期 へ の 誘導を放射性tby血dine の 細胞 へ の 取込
みで測定し , T T- B が こ の 過程に どの ような影響を与えるか を調 べ た ｡ 72時間
の 血清飢餓の後､ 血清と同時に T T-B を加 え､ 20時間後の放射性 thymi dine の
取り込み を測定 した結果 ､ T T_ B は血清に括抗して S C-6細胞の S 期 へ め誘導を
阻害する こ とを示 した｡
.
また ､ Fig. 3-11に 示したとおり ､ 経時的実験 にお いて
G｡/Gl期に 同調 した細胞が血清添加後 8 時間まで の 間 に T T- B にさ らされて いれ
ば s 期 へ の誘導は阻害されたが ､ 8 時間以降に T T-B を添加 して も s 期 へ の誘
導は阻害されなか っ た こ とより ､ T T-B は s 期 へ の 誘導の初期を阻害する こ と
が明らか に な っ た｡
さて ､ 胃癌細胞で は､ そ の 増殖が E G F Rに依存的で ある と い う報告が多い こ
とから 40,41)､T T-B が s c-6細胞の E G F Rにお よぼす影響につ い て調 べ た ｡Fig. 3-12
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一了0-
に示 したとおり ､ s c-6 細胞の S 期 へ の誘導に対する T T- B と抗 E G F Rの 組み合
わせ の 効果 を is obologr a m で解析する ことに より ､ 解析図は上 に凸の グラ フと
な っ た こ とか ら､ T T-B は抗 E G F Rと 同様に E G F Rに対して括抗的な作用を示
す こ とが明らか にな っ たo さ らに ､ s c-6 は E G F R の数が少なく検出で きなか っ
たの で ､ Fig. 3-13に示 したとおり ､ 細胞増殖が E G F Rに依存的セある と考えら
れて い る A 43 1を用い て ､E G Fで活性化された自己リ ン酸化型の E G F Rに対 し､
T T- B がそ の 機能を阻害す るか どうか をウ エ ス タ ン ブロ ツ ティ ング法で調 べ た
と ころ ､ T T-B は 1 - 10LLg/ mi の濃度で容量依存的にそ の 発現 を阻害した
42)
. 以
上 の 結果 は s c-6 細胞の E G F Rを主 とする増殖因子受容体の機能が低い濃度の
T T- B に より可逆的に阻害され細胞増殖が抑制され る こ とを示 した ｡ しかし ､
T T- B が E G F の E G F Rへ の結合を阻害する のか , E G F R の括性化を阻害するの
かは明らかで はない ｡
また､ 増殖が E G Fに依存的な細胞は s c-6 の ほかに も K Bおよび A 43 1な ど
があるが ､ T T- B は s c-6 に対する の と同様に G I5.=2 - 5 ng/ mi の低い 濃度 でそれ
らの 細胞増殖を阻害したo また ､ v -srcN IH3 T3細胞の破砕抽出液を用 い て pr otein
kina se A(P K A)､proteinkinas eC(P K C),pr oteintyro sinekinase(P T K)､ calu m odulin e
kin as e(C A M K) および E G F R kin a se の活性にお よぼす T T-B q)影響を調 べ る こ
とにより ､ T T一 郎まG I50の約 6 万倍とい う高濃度にお い て の み EGF R kinase お よ
び p T K の活性を阻害した こ とか ら､ T T-B は これらの kin a s eを直接阻害しない
こ とが明らかに な っ た ｡
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第 4章 チア ジノ トリ エ ノマ イ シ ン B 以外 の化合物の 生物活性
HeLa および c33 Aに対する増殖抑制に差 の ある活性を指標 にして ､ チア ジノ
トリ エ ノ マ イ シ ン (T T) 類および ベ ンズオキサゾマイ シ ン (BO Z) を単離した ｡
本章で はこれ らの 物質の中で , T T- B 以外の TT 類の in vitro で の 生物活性､
マ ウス に対する急性毒性および吸収排滑試験ならび に BO Z の ヒ トの 癌パ ネル
実験および抗菌活性の結果 に つ い て 述 べ る ｡ 次に ､･ ヒ ドロ キシ マ イ コ トリ エ ニ
ン (H M T N) 類は子宮頚部癌株 の中で も c3 3 A細胞株よりも HeLa 細胞株に対
して , 約 10 倍強い増殖抑制活性を示す こ とがわか っ た｡ そ こ で ､ H M T N類の
ヒト癌パネル実験 ､ 子宮頚部癌株間で の 特徴的な増殖抑制活性および H M T N_ A
に よる ヒ ト ･ パ ピロ ー マ ウイ ル ス (H P V-18) の E 6およ び E 7遺伝子産物の転
写抑制活性に つ い て 述 べ畠.
第1節 チ ア ジノ トリ エ ノマ イ シ ン類の 生物活性
TT- A ､ D および E を IC R マウス に腹腔内投与し ､ 急性毒性 (L D5.) を調 べ た o
い ずれ の T T類も急性毒性は弱か っ た o すなわち ､ T T- A の急性毒性は 125 mg化g
より も弱か っ た . また ､ T T-D のそ の 値 は 250mg化g で あ っ た ｡ さ らに , T T-E
の 急性毒性は 250mg/kg より も弱 い こ とがわか っ た ｡ 次に ､ T T類をマ ウス に投
与し､ 20日後に解剖■して観察したが ､ 異常所見を示さなか っ た ｡
さらに ､ T T類の 吸収排雅量を調 べ る ため に 100mg化g の T T- A お よび E を マ
ウス に皮下投与し ､ 血渠 および尿中 の TT 類 を定量的に測定 した ｡ そ の 結果を
Table 4- 1 に示した｡ すなわ ち , T T類は皮下投与に よる 吸収排雅量が少な い物
質 で あ る こ とが わか っ た ｡ T T-A は薬剤投与後､ 約 1 時間で血中濃度および尿
中 へ の排他濃度が最高に達し ､ それ らの 血中および尿中濃度は ､ それぞれ 25〟
g/ miお よび 30LLg/ miで あ っ た o こ の 結果 ､ T T- A の吸収量は T T- B の約 2 - 3 倍
高い 値 を示した ことか ら､ T T- A は T T- B より も吸収速度が早 い ことが明 らか と
な っ た ｡ また, T T- E の 吸収量は T T-B の 約 1/10低 い 値で あ っ た｡ .
また ､ Table 4-2 に示したとおり , TT 類を用い て ､ 癌細胞に対する in vitr o で
の 増殖抑制活性を調 べ る こ と により ､ T T- A および T T_ B は , T T_ D および T T_E
より も約 10倍､ さ らに T T- C よりも約 5 0倍も活性が強い こ とが 明らか にな っ
た . しか し ､ T T類はい ずれ の 物質 もス クリ ー ニ ン グ当初 の 目的で ある活性を
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Table 4- 1 A bs o rptio n a nd exc r etio n of thiazin otrie n o mycin s
withs ubc uta n e o u sadministr atio nfo r mic e
Hu mor Tim e(h) Amo u nt of Re c o v e ry of Co n c e ntr atio n of
hu m o r(ml) dr ug(JLg)* dr ug(LLg/ml)
'
I T- A
Blo odpla s m a 0 - 1 0.20 5.0 25･
1 - 3 0.20 N D
Urin e 0 - 1 0.10 3.0 30
1 - 3 0.20 N D
′
I T- B
Blo odplas m a 0 - 1 0.20 N D
1 - 3 0.20 1.4 7
Urine 0 - 1 0.20 N D
1 - 3 0.10 1.8 1 8
TT- E
Blo odpla sm a 0 - 1 0.10 0.1 1
1 - 3 0.20 0.2 1
Urin e 0 - 1 0.10 0.1 5 1.5
1 - 3 0.05 N D
Co ntr ol
Blo odpla s m a 0.50 N D
Urin e 0.05 N D
Am o u nt ofadministr atio n :100mg/kg(s. c.)
N D:Notdete ctable
Table 4- 2 Gro wth-inhibitory activities ofthiazinotrie no mycins
again sthu man ca nce r c elllin es.
cervix Sto mach Colo n Brea st
Held C33 A M K N 28 C O L O 201 M CF7
m
T r- B
T T- C
T T- D
m E
5
1.5
200
25
13
2.2
0.6
10 0
20
23
60
8.4
1 330
399
725
40 40
30 90
1 200 1000
250 450
200 550
I C5｡; ng/ml
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Table 4 - 4 Cell lines that a r e m o r e s e n sitiv eto T T- G tha nto
m - B
T T- G T T- B
Log T G I
- 6 . 52 3
- 6.3 4 5
- 6. 62 3
- 5. 9 8 0
- 6 .8 3 5
- 6 . 6 3 9
- 6 . 0 8 6
- 6 . 13 4
- 6 . 3 93
- 6:4 01
- 6. 97 8
- 6 . 6 9 9
A
- 5.141
-5.2 80
> - 4.0 00
> - 4. 0 0 0
- 6 .10 9
- 4. 4 3 3
> - 4 . 00 0
- 4 .7 7 8
> - 4.00 0
- 4.49 0
> -4:.00 0
- 5 .2 2 8
Log T G I Log LC
Lu(lu ng) NCト H2 3
NC トH 2 2 6
NCI- H 5 2 2
NCトH46 0
D M S 2 7 3
O v
(○v a ry)
S t
(sto m a cⅠ1)
Br
(breast)
O V C A R- 4
0 V C A R- 5
S t- 4
M K N- 1
M E N- 7
M K N- 74
- 7 . 1 3
- 7. 0 5
- 7. 2 2
- 6. 82
- 7 .3 2
- 6 . 9 9
- 7. 2 0
- 7. 1 8
- 6 . 8 7
∵6.9 5
- 7.16
B S Y- 1 - 7. 2 1
C N S S F539 - 7.l l
(c e ntr al n占rv ous sy ste m)
- 5 .0 5
> - 5 .00
> - 5 ｡0 0
> - 5.00
- 5. 2 5
> - 5. 0 0
> - 5. 00
> - 5.0 0
> - 5. 0 0
> - 5.00
> - 5.00
- 5. 51
> - 5.00 - 6.60 7 - 5 . 413
一了7-
示さなか っ た ｡ また ､ Table4-3 に示 したとおり T T- A､ T T- D お よびFig. 3 に示
した ､ 既知の トリエ ン - ア ンサ マ イ シ ン系抗生物質類と の癌細胞増殖抑制活性
を比較す る こと によ っ て ､ T T- A は ､ この 中の い ずれ の 化合物よりも強い こ と
が明らかに な っ た ｡
癌パ ネル実験 の結果 ､ 調 べ た限り ､ す べ て の T T類は TT-B と同じような Finger
P rint の パ タ ー ン を示した . また ､ T T-F お よび TTI G の in vitro で の 癌細胞増殖
抑制活性は､ ほぼ同じ強さを示した o T T- G は多く の 癌細胞 に対する in vitro で
の 増殖抑制活性が T T-B よりも弱か っ たが ､ Table4-4 に示 した通 り ､ T T- G はあ
る種の肺癌､ 卵巣癌および胃癌な どに対 して ､ T T- B よりも T GIで 表され る癌
細胞増殖抑制活性が強い こ とが わか っ た ｡ さ らに ､ こ の 結果 は T T_ G が T T_ B
より も B S Y-1 に対 し､ 強い 殺細胞括性を有す る こ とを示 した ｡ したが っ て ､ こ
れ らの 結果は TT- A および T T- G かT T- B と同等か ､ そ れ以上 の 強 い制癌活性を
有する こと を示 した ｡
第2節 ベ ンズオキサゾマ イ シ ン の 生物活性
Fig. 4-5 に示した B O Zの ヒ ト癌パ ネル実験 に より ､ BO Zは T T類 と同様に ､
癌細胞株間で特徴的な増殖抑制油性を示す こ とが明 らかに な っ た ｡ B O Zお よび
T T類との 大きな違 い は , B O Zの癌細胞に対する in vitro で の 増殖抑制活性が､
TT- B よりも弱くなり ､ T T- B の活 性の 約 l/100で あ っ た . B O Zまは び T T_B の
癌パ ネ ルの ス ペ クトルデ ー タ を解析した結果 , B O Zは s N B-75(脳腫蕩) に対
し ､ 比較的強 い増殖抑制活性を示したが ､ 胃癌株全般に 対す る活性が T T_ B の
それよりも約 1/200に 弱まる こ とを示 した ｡ また BO Zの C O M P A R Eプロ グラ
ム を解析し ､ そ の FingerP rint をデ ー タ ベ ー ス中の 既存 の ､ す べ て の 抗癌剤と比
較した結果 ､ BO Zの r 値が o.5 以 下で あ っ た ことか ら､ B O Zは T T- B よりも特
徴的な ^oタ ー ンを示 した o さ らに ､ B O Zは T T類で 認め られ た ､ cyc E､ p1 6お
よび p21 の発現と LC5｡で あらわ され る殺細胞活性と の 間 に相関関係を示さなか
つ た ｡ したが っ て ､ B O Z の作用機序は T T類とは異な る と考えられた ｡
また ､ カ ビ､ グ ラム陽性菌およびグラム陰性菌などに対す る抗菌活性を測定
した結果､ B O Zは 1 mg/ miで ､ 稲の い もち病の 原 因菌 の Pyricula ria o'yza eに対
し 15 m m の 阻止円が観察され ､ 弱 い 抗菌活性を示した ｡ また ､ 既知の trie n e-
a n s a mycin 系 の 抗生物質で あ る マ イ コ トリ エ ニ ン類お よびトリ エ ノ マイ シ ン類
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は , ca ndida dlbic ans , Pyric ula ria o'yzae ､ Staphylococ c us au r e us お よ び
sa c charo myc e scerevisiae に対 して弓削1抗力 ビ活性 (M . Ⅰ. C. = 1 - 10LLg/ mi) を示
す こ とが報告されて い るが 8- 9), 新規物質で ある TT 類および H M T N類 のす べ
て の 物質 は 100LLg/ miで も､ 上記 に述べ たカ ビ以外に対 して の み ならず､ 調 べ
た限り の グラム 陽性および陰性の いずれ の 菌 に対し ､ 抗菌活性をほとんど示さ
なか っ た ｡
第3節 ヒ ドロ キシ マ イ コ トリ エ ニ ン類の 生物活性
ヒト ･ パ ピロ ー マ ウイル ス遺伝子が発現して い る 子宮頚部癌細胞株､ すなわ
ち ､ H P V(＋) と表す細胞株で ある HeLa､ CaS Kiお よび siHa､ な らびにそ の 遺
伝子 の発現が認められな い子宮頚部癌株､ すなわち H P V(-) で表す細胞株で あ
る C 33 Aお よび H T-3 を用 い て ､ H M T N類および こ れ らと類似の物質 の増殖抑
制活性を調 べ たの が Fig. 4-6 で ある o こ の 結果 は H M T N類が H P V(-) の 子宮頭
部療株よりも H P V(十) の それ らに対 し ､ 約 10倍強 い 増殖抑制活性を示す こ と
を示 した ｡ しかし ､ マイ コ トリ エ ニ ン類､ トリ エノ マ イ シ ン A お よび既知の ア
ンサ マ イ シ ン系抗生物質 の多くは ､ この ような活性を示さなか っ た｡ すなわち ､
マ イ コ トリ エ ニ ン の C 23に水酸基が結合す る こ と に よ り , マイ コ トリ エ ニ ンが
示さなか っ た上記の特徴的な活性が H M T N類に認 められた ことは興味深いが ､
そ の作用は可逆的で あっ た ｡
■
さら に ､ Fig. 4-7 に示 したとおり ､ 現在臨床で 用 い
られて い る子宮頚部療の 治療薬 4種類を用 い て ､ 上記 の H P V(＋) および H P V(-)
の 子宮頚部癌細胞株に対する増殖抑制活性を調 べ た と こ ろ ､ H P V(＋) よりも
H P V(-) の 子宮頚部癌細胞株 の増殖をより強く抑制する こ とが明 らか にな っ た0
すなわち ､ Fig.4-6 に示 した結果とは逆の結果とな っ た こ とから ､ H M T N類 の 子
宮頚部癌に対す る作用機序は既知 の制癌剤とは異な る と考えた｡ また ､ H M T N
類の N - シク ロ へ キシルカ ルポ ニ ル ア ラニ ン基 の結合する位置が ､ ⅢM T N- A で
は cllで ある の に対 し､ H M T N- B で は c 13で ある こと によ り ､ H M T N- B の 癌
細胞に対する 増殖抑制活性は H M T N- A の 1/10に なり ､ 弱 まる こ とが明らか に
な っ た o
Fig. 4-8 に示 した癌^
o
ネル実験の結果より ､ HM T N- A の FingerP rint は T T- B
の そ れ に類似して いたが ､ H M T N- A は p16 の強く発現して い る癌細胞 に対 して
殺細胞的な活性を示すこ とが明 らか に な っ た . H M T N- A の in vitro で の 癌細胞
-80-
HPV (＋) HPV (-)
Si Ha CaSKi HeLa C 3 3A H T- 3
HMT N- A
H M TN - B
M yc otrlenln I
Mycotrl,e nln II
Trle n o my cln A
o.1 8 0.
'
15 0.0 7
0. 45 0. 75 0.85
0.025 0. 1 0 0.0 2
0.0 25 0. 016 0. 00 5
0.0 08 0.009 0.008
0.9 2. 0
3.5 5. 0
0.0 05 0.0 3
0.00 8 0. 01
0.0 0 5 0.01
I C6｡; 〝 g/ml
Fig. 4 - 6 Gr o wth
-inhibito ry activitie sof HMT N- A
a nd H M T N- B a nd othe rtrien e - a ns a mycin s against
c e rvic alc a nc er cell lines
H PV (＋) HPV (-)
SI Ha CaS EI HeLa C3 3A HT - 3
O A IO 9. 0
3. 5 5. 0 1 0
1. 0 5. 0 2 .5
0. 0 3 0. 1 0.2
5 F U
Bleo my cin
CIsplatln
A drla m y cln
0. 1 0.5
0. 4 1.0
0. 4
0.05 0. 1
I Cs.: LL g/ml
Fig. 4
- 7 Gr o wtb -inbibito ry a ctivitie sof clinicalu s ed
a ntitu mor d rugs again st cervical c.a nce r c e
ll line s
-8 ト
増殖抑制活性は T T- B よりも弱く ､ TT- B の 1/100 の活性 で あ っ た . さ らに ,
H M T N- A は L C5.で 表され る殺細胞活性も弱く ､ た
`
とえば､ HM TN -A の BSY -1
お よび D M S273に対する L C5.は ､ それぞれ 120ng/ miお よび 32ng/ miで あ っ た .
さて ､ H M T N類が H P V(＋) の 子宮頚部癌株の細胞増殖を H P V(-) の それ
らよりも約 10倍強く抑制した の は､ H M T N類が ヒ ト ･ パ ピ ロ ー マ ウイル ス の
遺伝子産物で ある E 6およびE 7の 機能を抑制したためか どうかを調 べ る ため に ､
HeLa細胞に感染した ヒ ト ･ パ ピロ ー マ ウイル ス (H P V-18) の E 6および E 7遺
伝子発現 に 43,44) 対 し､ H M T N- A が およぼす作用を調 べ た ノ ー ザン ブロ ツ ティ
ングの 結果 を Fig. 4-9 に示 した o プロ - ブとして E 6お よび E7 の mi幻ur eを用
い ､ コ ン トロ ー ル として ハ ウス キ ー ピン グな酵素で あ る解糖系 の G 3P D Hを用
い た o レ ー ン 1 - 3 が HeLa 細胞で , レ ー ン 4 が c33 A糸田胞で あ る . レ ー ン 4 で
はウイルス の遺伝子が検出されて い な い こ とがわか る o レ ー ン 2 は H M T N- A
を 1〃. g/ 血 の濃度で ､ および レ ー ン 3 は対照 の 薬剤として メ チル化の 阻害剤 で
あり､ 多く の 遺伝子 の発現を押さえる 5- アザシチ ジ ン (5 Az aC d) を o.o4LLg/ mi
の濃度で ､ それぞれ 24時間処理 した後､ E 6お よび E7を検出した図で ある ｡
こ の 結果 は H M T N- A が 3.4 kbの E6 お よび 1.6 kb の E 7の転写 を抑制する こと
を示した ｡ 既知 の 物質で は､ r etin oic a cid が こ の よう な作用を示す こ とが知 られ
て い る 45)｡ したが っ て ､ H M T N- A は ヒ ト ･ パ ピ ロ ー マ ウイルス の 遺伝子産物で
ある E 6および E7の 発現を抑制する こと に より ､ H P V(＋)で ある子宮頚部癌細
胞株の 野生型 の 癌抑制遺伝子の機能を回復させ て ､ E P V(-) より も H P V(＋)
の 子宮頚部癌細胞株 の 増殖を強く阻害したと考えたが ､ そ の 作用 は可逆的で あ
っ た ｡
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総括
子宮頚部癌株問で選択的な増殖抑制を有する物質を微生物の培養ろ液よりス
クリ ー ニ ン グした . その結果 ､ 放線菌 str epto myces sp. M J672- m3 およびバ クテ
リア Ba cillu s sp. B M J958-62F4 の 培養 ろ液が c33 Aよりも HeLa に約10倍以上 の
強 い 増殖抑制括性を示す こ とが明 らか にな っ た o 前者の 菌株を大量に培養し､
目的とする物質の精製をお こ な い , い ずれも新規の抗生物質で ある チア ジノ ト
リ エ ノ マ イ シ ン (T T) 類および ベ ンズオキサゾマイ シン (B OZ) を単離した ｡
さ らに ､ 後者の 菌株を大量 に培養し ､ 目的とする活性を有する物質 の精製をお
こない ､ 新規物質で ある ヒ ドロ キ シ マ イ コ トリ エ ニ ン (H M T N) 類を単離した｡
第 1 章で は ､ はじめに , T T類､ B O Zおよび H M T N類の 生産菌を同定し､ こ
れ らの菌 の培養経過を調 べ ､ 三角 フ ラス コ を用 い て 27℃ で 1週間か ら2週間 ､
撹幹裏返培養する こ とに より ､ 目的とする物質の大量生産をお こな っ た ｡
さらに , 目的とす る こ れら の 物質 を含む培養ろ液および菌体の溶剤抽出液を
ダイ アイ オ ン H P 20カラム ク ロ マ トグラ フ ィ ー ､ シリカゲルカラ ムク ロ マ トグ
ラ フ ィ ー , セ フ ァ デッ クス L H-20カ ラムク ロ マ トグラ フ ィ - および逆層 H P L C
などの 各種ク ロ マ トグラ フ ィ ー を順 次お こ なう ことに より , 新規ア
▲
ンサ マイ シ
ン系抗生物質を単離精製した ｡
第 2 章で は､ 単離した物質の構造決定をお こ な っ た ｡ は じめに ､ 物理化学的
性状につ い て 調 べ た Q い ずれ の 物質も脂溶性が高く ､ 室温 で安定で あり吸嘩性
も示さなか っ た ｡
次に ､ マ ス ス ペ クトル ､ U V ス ペ ク トルお よび各種 N M Rス ペ ク トル を解析
し ､ これ らの 物質のす ベ て は新規 のポリ エ ン - ア ンサ マ イ シ ン系抗生物質で あ
る こ と を明らかに した｡.すなわち ､ T T
-E および TT-E 類似物質で ある トリ エ ノ
マ イ シ ン A の 構造 の 違 い は､ ク ロ モ フォ ア 一 部分に ある こ とがわかり ､ T T-E
の その 部分の構造はベ ンゾチア ジ ンで あ っ た ｡ T T- A お よび T T- B 群 ならびに
T T_ C, T T_ D お よ び T T-E 群 で はク ロモ フ ォ ア 一 部分の ベ ンゾチ ア ジ ン環の巻
き方が逆向きで あ っ た. また ､ T T-F および T T- G の ク ロ モ フ ォ ア 一 部分 の 構造
は ベ ンゾチ アゾ - ル で あ っ た o ベ ンズオキサゾマイ シ ンはア ンサ部分に ジエ ン
構造を ､ また ､ ク ロ モ フ ォ ア 一 部分に ピロ リ ジノ ンおよびベ ンズオキサゾ
- ル
が結合した ユ ニ - ク な構造で あらたo H MT N- A の構造は マ イ コ トリ エ ニ ン
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(M T N) の ク ロモ フ ォ ア 一 部分の C 23に水酸基が 一 つ 付与して い た ｡ H M T N_ B
の ク ロ モ フ ォ ア 一 部分の 構造は H M T N- A と同じで ある が ､ N - シ ク ロ へ キ シル
カルポ ニ ル ア ラ ニ ン基の 結合す る位置が , 一 連の トリ エ ン - ア ンサ マイ シ ン系
抗生物質とは異なり cllに結合して い た｡ これら新規 の ア ンサ マイ シ ン系抗生
物質の in vitro で の 癌細胞増殖抑制活性を指標 にした構造活性相関より ､ ア ンサ
部分の トリ エ ン構造 ､ タ ロ モ フ ォ ア - の 構造お よび側鎖 の D - シ ク ロ へ キ シル カ
ルポニ ル ア ラ ニ ンの 構造 ､ な らび に ア ンサ部分 に結合する こ の 側鎖の位置が重
要で ある こ とがわか っ たo
第 3 章で は ､ 子宮頚部癌株以外の ヒ トの 癌細胞を用 い て T T類の 生物活性 に
つ い て の検討 をお こ な っ た｡ HeLa に対する増殖抑制活性は T T類の 中で も TT-
A および T T-B が最 も強か っ た ｡ 比較的大量 に得られた T T-B を用 い て 以下 の 実
験 を虫こ な っ た . はじめ に ､ 3 8
▲
種類 の ヒ ト培養癌パ ネ ル試験 により in vit, o で .
の 薬剤感受性を調 べ た と ころ ､ T T-B は癌細胞株間 で特徴的な細胞増殖抑制の
ス ペ ク トルを示す こ とが明 らか に な っ た ｡
次に ､ T T類す べ て の 急性毒性は低か っ たが ､ 最 も強 い T T- B の吸収排雅試験
をお こな っ た o T TTB は皮下投与に よ り ､ 約 3 時 間で 血中濃度が最高に達した
が ､ そ の 排雅量 は少なか っ た ｡ また ､ H P L Cを用 い て調 べ る こ とに より ､ T T_ B
は血清に結合せず､ さ らに , 血清中で安定で あ る こ とが 明 らか にな っ た ｡
癌パ ネル の細胞株 に対する T T- B の L C5｡を調 べ る こ と に より ､ B S Y-1 (乳癌)
および D M S 273(小細胞肺癌) が H T-29(結腸癌) および N CI- H 460( 非小細
胞肺癌) よりも約 1000倍以上 , T T- B に串る殺細胞効果を受けやすい こ とが明
らかに な っ た o そ こ で , ヌ ー ドマ ウス に移植可能な BS Y-1 お よび D M S273な
らびに H T-29お よび N CI- H 4 60を用 い て T T- B の Ⅹenogr af亡 の 療治療実験をお こ
な っ た ｡ この 結果は T T- B が B S Y-1 のⅩenogr a氏 の 増殖を単回投与 で完全 に阻止
し､ さ らに T T-B を連投す る こ とに より ､ D M S 273 のⅩe nogr aft の 増殖を弱 い な
が ら阻止する ことを示した ｡ しか し ､ T T- B は H T-29お よび N CI- H 460に対 し,
治療効果を示さなか っ た ｡ 今後 の 課題 は T T-B の骨髄に およぼす影響を検討す
る とともに ､ 延命効果を指標に した癌の 治療効果を調 べ る こ とで ある 0
さ らに ､ 癌パ ネル の 細胞で ､ 細胞周期に 関わ る遺伝子 の発現と T T- B に よ る
Ⅹe n ogr a氏 の療治療効果と の相関関係を調 べ る こ とに より ､ T T- B は R Bの発現に
は無関係で あるが ､ R B のブ レ ー キお よび アクセル で あ る cycE お よび p16な ど
の 遺伝子が強く発現して い る癌 に対して治療効果がある こ とが明らか に な っ た ｡
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T T類の 中で ､ 最も活性の強い T T- B が ､ 将来 ､ 制癌剤として使用される･とき に
は､ あ らか じめ T T-B に感受性の高い癌細胞の細胞増殖に関わる多くの遺伝子
産物の発現をin vitro で調 べ た上で ､ これ らが強く発現して い る癌に対 し､ T T-
B を投与する こ と により, 治療効果 を上げられる と考えた｡
さて , B S Y-1 に対する Ⅹe n ogr aft の実験によ っ て ､ T T- B を単回投与する こと
に より優れた癌の治療効果を示す ことが 明らかにな っ た の で ､ T T- B の B S Y-1
に対する殺細胞活性の作用機序を調 べ た ｡ T T- B が微小管の 重合を阻害する と
の 報告にもとずき ､ T T-B による B S Y-1 の細胞周期の 阻害作用を調 べ たところ ､
T T-B は G2/ M期を阻害したが , その 作用 は弱か っ た｡ また､ サイ トトリ エ ニ ン
A が アポト ー シス を誘導する との 報告にもとずき､ T T- B に よる B S Y-1 の カス
バ - ゼ 9 の活性化 を調 べ たが ､ そ の 作用 を示さなか っ た ｡
一 方 ､ T T- B は G I5.を指標にした場合, s c 6にさ らに感受性が良く ､ そ の作
用 は血清に括抗する ことから ､ T T- B に よる S C6 に対する細 胞増殖の シ グナル
伝達にお よぼす作用を調 べ た . そ の 結果 ､ T T- B は活性化された E G F受容体の
機能を低濃度で 可逆的に阻害する こ とを示した｡
第 4 章で は ､ TT- B 以外の 物質に つ い て の 換討 をお こな っ た ｡ 癌パ ネルの ス
ペ クトル を解析する ことに より ､ T T類は T T-B とほ ぼ同じ/てタ ー ンを示すこ と
が明 らか に な っ た｡ T T類の 吸収排他試験の結果は T T- A の吸収が恵も早く ､ 皮
下投与後 , 1 時 間で最高に達する こ とを示した｡ また､ 癒パ ネル実験の結果 ､ T T- G
は T T_ B よりも細胞増殖抑制活性が弱か っ たが ､ ある 種の肺癌､ 卵巣癌および
胃癌に対 し､ そ の活性が強 い こ とを示 した o したが っ て ､ T TI A および T Tや の
療治療効果も期待で きる と考えた ｡
B O Z の癌パ ネルの ス ペ ク トル を解析する こ とにより ､ T T類の それ らと はパ
タ ー ンが異な うて い る ことが明らか にな っ た o c o M P A R Eプログラム を解析 し
た結果は B O Zの 作用機序が T T類よりもさらに ユ ニ ー クで ある ことを示した｡
H MTN 類 は c33 Aよりも HeLa に対 して約 10倍強 い増殖抑制活性を示し､
H M T N_ A は ヒト ･ パ ピロ ー マ ウイル ス の 初期遺伝子産物で ある E6 および E 7
の 転写 を抑制した｡ この 結果 ､ HM T N- A は B 6および E7 の 機能を阻害し ､ H P V
遺伝子が発現して い る子宮頚部癌株の細胞増殖をより強く阻害する ことを示 し
たo さ らに ､ 癌パ ネル実験に よ っ て , H M T N- A の ス ペ ク トルは T T類 の それら
とほぼ同じ^
o
タ ー ン を示したが ､ 多くの 癌細胞 に対する殺細胞的な作用は弓削1
こ とが明らか にな っ た｡
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実験の部
第1章 チア ジ ノ トリ エ ノ マイ シ ン類､ ベ ンズオキサゾマ イ シ ンお よびヒ ドロ
キ シ マイ コ トリ エ ニ ン類の 生産ならびに精製
第1節 チ ア ジノ トリエ ノ マ イ シ ン類 ､ ベ ンズオキサゾマイ シ ンお よび ヒ ドロ
キ シ マイ コ トリ エ ニ ン類の 生産
チア ジ ノ トリ エ ノ マ イ シ ン (T T) 類お よび ベ ンズオキサ ゾマイ シ ン (B O Z)
を生産す るため に ､ グル コ ー ス (和光純薬) 5.0 %､ ペ プト ン(日本製薬製)o.4 %､
イ - ス
▲
トエ キ ス ( 日本製薬製) o.1 %､ ミ ー トエ キス (極東製薬) o.1 %､ 塩化ナ
トリ ウム (和光純薬) o.25 %, ソイ ピ ー ンミ ー ル (日清製油) 1.0 %33よび炭酸
カル シ ウム o.5 %を含む種培地 (滅菌前 pⅡ 7.0) をワ ッ フ ル付き 500 血容三角
フ ラス コ 2本に 110 miずつ 分注 し､120℃ で 20分間滅菌した o これ に streptomyces
sp. M J672- m3 寒天 斜面培養を - 白金耳接種し ､ 毎分 180回転の ロ ー タリ ー シ ェ
ー カ ー で 回転震 逸し ､ 27℃で ､ 5 日間培養 した ｡ 次 に ､ 生産培地として ､ 種培
地 と同 じ培地 に種母培養液を 2 mlずつ 接種 して ､ 上記 と同じ培養条件で ､ 7 日
間本培養をお こ な っ た ｡ こ の 培養液を 24時間 ごとに 2 mlずつ ､ 合計 10 血 を
サ ンプリ ングして ､ pH､ 菌体および培養上清液中の T T-B の生産量 を H P L Cを
用い て経時的に測定したo はじめに , 培地 の pH を pH 試 験紙 (ア ドパ ンテ ィ
ツ ク東洋製) を用い て測定した c 次に ､ 以下 に述 べ る方法を用 い て T T_B の生
産量 を測定した｡ 合計 10mlの 培養液 を 1000rpm で遠 心し ､ 培養液を培養ろ液
お よび菌体 とに分けた｡ 菌体 に 5 mlの メ タノ ー ル を加え ､ 目的物質を抽出した
後､ 遠心 し､ そ の 上 層 を減 圧乾固した ｡ これ に 同じ量 の 酢酸 エ チ ルお よび精製
水を加えて抽出し ､ 上清液 を減圧乾固した後､ 100LL 8 の メ タノ ー ル に 溶解し
た｡ さ らに , 培養 ろ液 に ､ こ れ と同じ量 の 酢酸 エ チル を加 えて 目的物質 を抽出
し ､ そ の 上層 を減圧乾固したも の を 100LL 8 の メ タ ノ ー ル に溶解した o H P L C
を用 い て ､ 両分画中の T T-B の量 を定量的に測定した ｡ こ の 実験 で用 い た H P L C
の分析条件は､ 第 1 章の第 2 節で述べ る T T類お よび B O Z の単離精製の時に用
い た物質の 同定および精製の確認 の ための 方法 と同じで ある ｡
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ヒ ドロ キ シ マ イ コ トリ エ ニ ン (H M TN) 類を生産さ せ る た めに ､ M J672- m3
を培養した時と同じ条件で B M J958- 62F 4一株を培養した. ただし､ 本培養の 時間
を T T類の時よりも長くし, 14日目培養した ｡ 菌体および培養ろ液中の pH な
らびに H M T N類 の 生産量を経時的に測定した ｡ 生産量 を調 べ る ために用 い た
H P L C の測定条件は , 第 1 章の 第 2 節で述 べ る H M TN 類の単離精製の時と同じ
で ある ｡
第 2節 チア ジノ トリ エ ノ マ イ シ ン類､ ベ ンズオキサゾマ イ シ ンお よびヒ ドロ
キシ マ イ コ トリ エ ニ ン類の精製
M J672- m3 株の 培養液 (9.5Q) を冷凍遠心機 (トミ ー 精工社製) を用 い ､ 培
養上精液 (98 ､ pH 5.0) および菌体とに分離さ せ た. 培養上浦液はダイ アイ オ
ン H P-20(0.88) に吸着させ ､ こ れ を水 (38) お よび 50 %メタノ ー ル (3B)
で洗浄後 ､ カ ラム に吸着させ た目的物質を 50% アセ トン水で溶出した後､ 減圧
濃縮した ｡ また ､ 菌体を ろ過 した後､ こ の中に含まれる 目的物質をメタ ノ ー ル
(38) で抽出し ､ さら に 66 %アセ トン水で抽出した後､ 減圧濃縮した o これ
らの 培養上浦液由来および菌体由来の 濃縮液を混ぜ合わせ ､ こ の 濃縮液と同じ
量 の 酢酸エ チル (pH 5.0) で抽出した後､ 減圧濃縮し､ 褐色油状物衰 6 g を得
た｡ こ の 油状物質をク ロ ロ ホルム に懸濁後 , シリカゲルカ ラム(Silic age1 60 Me r ck､
300g) に 吸着させ ､ こ の カ ラム をク ロ ロ ホルム で洗浄し､ ク ロ ロ ホルム ーメ タ
ノ ー ル (50:1) の 混合液 18 で展開したo こ の 溶出液の 目的物質を減圧濃縮し ､
640mg の 黄色の油状物質を得た ｡ こ の物質を 3 ml のメタノ ー ル に溶解し,400ml
の セ フ ァ デッ クス L H-20カ ラムク ロ マ トグラ フ ィ ー (フ ァ ル マ シ ア製) を用い
て 目的物質をメタノ ー ルで溶出したと こ ろ ､ 黄色の 油状物質 240 mg を得た .
これを 75 %メタノ ー ル水に懸濁し , 75 %メタノ ー ル水 を移動層 とし ､ あらかじ
め平衡化した逆層 シリカゲルカラム (Sen sbuPak,P E G A S m O D S､ 20¢ ×250Ⅱ 皿 ､
セ ン シ ュ ー 科学社製) を用 い た高速液体ク ロ マ トグラフ ィ ー (流速 9.9 血/血n､
検出波長 250m m､ 室温) に より精製したo その 結果 ､ iT- A (保持時間11.6分)
を 4.3 mg, T T- B(保持時間 13.2分) を 8.3 mg､ T T- F(保持時 間 18分) を2･O mg､
T T- G (保持時間 20分) を 5.0 mgお よび B O Z(保持時間 19･2分) を3･O mgそ
れぞれ単離した ｡ さ らに ､ 上記の シリカゲルカ ラム に吸着させ た活性成分をク
ロ ロ ホルム - メ タノ ー ル (10:1) め混合液 1β で 展開した後､ 減圧濃縮し､ 褐
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色油状物質 580mg を得た ｡ 上記と同じ方法に より ､ セ フ ァ デッ クス L H-20カ
ラム ク ロ マ トグラフ ィ ー ならび に逆層 H P L Cに より精製し ､ T T- C(保持時間 13.5
分) を 3.5 mg､ T T- D (保持時間 14.3 分) を9.2 mgお よび T T- E (保持時間15.4
分) を 49mg それぞれ単離した ｡ T T類および B O Zの 精製の確認と物質の 同定
に T L Cならびに H P L Cを用い た . 薄層ク ロ マ トグラ フ ィ ー 法に よる分析に は ､
T L Cプレ ー トに silica gel A比 5715を用 い ､ 展開溶媒として C H C13- M eO H=1 0:1
の 混合液 を用い た｡ 生じたスポッ トをリ ンモ リブデ ン酸を用 い て発色さ せ て検
出したo また ､ H P L Cによる分析に はカ ラム に sen shu-pak (5LLC18- 100Å, 3.9d)
×150m m
,
セ ンシ ュ ー 科学社製) を用 い ､ 移動層に 65 %メタノ ー ル (pH 5.0)
を､ 流速は 2.O ml/min とし ､ 検出波長を 250n m に ､ お よびカ ラム の 設定温度は
4 0℃ に した｡
BMJ958-62F4 株の 培養液 (4.5BL) を冷凍遠心機に よ り ､ 培養上浦液および菌
体とに分離した . 菌体をろ過 した後､ 菌体に含まれ る成分をメ タノ ー ル (1.5D)
で抽出し､ さ らに ､ 6 6 %の含水 ア セ トン (1.5B) で抽出 し ､ 減圧 濃縮した o こ
れに , 先 ほどの 培養上清液を混ぜ合わせ ､ 約 5D の 酢酸エ チル (pI‡ 5.0) で抽
出後､ 減圧濃縮し､ 褐色の 油状物質 (4.4 g) を得た｡ こ の 油状物質を3 0ml の
クロ ロ ホルム に懸濁 し､ .シリカゲルカ ラム (Silicage1 60 Me rck､ 220g) に吸着
させ た後, この カラ ム をク ロ ロ ホル ム で洗浄した｡ つ い で ､ ク ロ ロ ホル ム - メ
タノ - ル (10:1) の 混合液で展開し ､ さ らにク ロ ロ ホル ム - メタノ ー ル (5:1)
で 目的物質 を溶出した｡ こ の 溶出液を減圧濃縮し､ 4 40mg の 紫色 の 油状物質を
得た o さらに , こ の 紫色 の 物質を 2 ml のメ タノ - ル に溶解し､ 250 mi のセ フ ァ
デ ッ クス LH -20カラム ク ロ マ トグラ フ ィ ー (フ ァル マ シ ア製) を用い て 目的物
質 をメタノ ー ルで 溶出したo 得られ た 200mg を減圧濃縮し､ 少量 の 70 %メ タ
ノ ー ル/12m M リ ン酸緩衝液 (pH 2.89) に懸濁 し､ 70 %メ タノ ー ル/12m M リ
ン酸緩衝液 (pH 2.8 9) で あ らか じめ平衡化 した逆層 シ リ カゲルカ ラ ム (〃 -
Bo nda sphe reC18COlu mn､ 19¢ ×150Ⅱ 皿 ､ ウオ
ー タ ー ズ社製) を用い た高速液体
ク ロ マ トグラ フ ィ ー (流速9.9 mi / min､ 検出波長 250n m､ 室温) により精製し
た ｡ そ の結果､ 樫色の H MT N- A (保持時間 25分) を 60mgお よび H M T N- B (保
持時間 25分) を15mgそれぞれ単離した｡ T L Cなら びに H P L Cを用 い て H M T N
類の精製 の確認をお こな っ た ｡ T T類お よび B O Z の定性試験 の方法と同じ条件
で T L Cおよび H P L Cをお こ.な っ たが ,H P L Cの 移動層 に65%メタノ
ー ル/12m M
リ ン酸緩衝 (pH 2.89) を用い た ｡
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第2章 チア ジノ トリ エ ノ マイ シ ン類､ ベ ンズオキサゾマ イ シ ンおよびヒ ドロ
･ キ シマ イ コ トリ エ ニ ン類の構造決定
第 1節 チ ア ジノ トリ エ ノ マイ シ ン A ､ B､ C､ D および E の 物理化学的性質
各種機器分析は以下 の方法で測定した｡ 補正 をお こ なわなわずに ､ 行路長 10
c m の セ ル を用 い てパ ー キ ン ･ エル マ ー 241型光度計で 比旋光度を測定した｡
日立 リ ー3210型 分光光度計を用 い て U V ス ペ ク トルの 測定した ｡ 日立 Ⅰ-5020 フ
ー リ エ 変換分準光度計で臭化カリウム錠を用 い て IR ス ペ ク トル を測定した0
日本電子 J M S- X IO2型質量分析計を用い て F A B- M Sス ペ ク トル および高分解
能 F A B- M Sス ペ ク トル の 測定した o なお ､ マ トリ ッ クス として 3- ニ トロ ベ ンジ
ルアル コ ー ル を用い ､ サ ンプル の 極性 に合わせ て , 正イ オ ンモ ー ドおよび負イ
オ ンモ ー ドを適宜使 い分けた｡ また ､ カチオ ン付加イオ ン の検出には ､ マ トリ
ッ クス に少量 の 3.3 %食塩水を添加して 測定した o 高分解能 F A B- M S の標準物
質 として ポリ エ チ レ ン グリ コ ー ル (平均分子量 600) を加 え､ 適宜 マ トリ ッ ク
スと混合さ せ て分解能 5000で 測定した ｡ 日本電子 JN M- A 500型核磁気共鳴装
置を用 い て N M Rス ペ ク トル を測定した｡ 5 00 M Hz で IH N M Rス ペ ク トル を測
定 し､ 125 M Hz で 13c N M Rス ペ ク トル を測定 した｡ すべ て の試料の内部標準 に
は T M Sを使用したo
第 2節 チ ア ジノ トリ エ ノ マイ シ ン A､ B､ C､ D およびE の平 面構造
チア ジノ トリ エ ノ マ イ シ ン E(T T- E) の 物理化学的性状を Table2-1 に示 した o
また , T T-E の ･ U Vお よびIRス ペク トル の 図 をそ れぞれ Fig. 2-1お よび Fig. 212
に示 した o 10mg の T TTE を o･6 mi のビリ ジン
ーd5 (ア ル ドリ ッ チ社製) に溶解
さ せて ､ T T-E の各種 N M Rス ペ ク トル を測定した o 本論 の Fig. 213､ Fig. 2-4 お
よび Fig. 2-5 に T T- E の
1H N M R､ 13c N MR お よび D E P T 135ス ペク トルをそれ
ぞれ示 した ｡ さらに ､ Fig. 2-6 およびFig･ 2-7 に
IH -1H C
'
o s Yお よび = MBC ス ペ
ク トル を示 した ｡
また､ T T- E の推定構造を確認す るため に T T- E の C19 の 水酸基をメチ ル化し
た誘導体 (19- 0- m etbyl T T- E) を作成した｡ 10mg の T T- E を 1 血 のメタノ ー ル
に溶解後､ 1 ml のジア ゾメタ ンを添加し ､ 22℃で 2 時間撹拝した｡ なお ､ 第 1
-9ト
章の第 2節の T T類の 精製の箇所で述べ た H P L Cの分析条件で 19- 0- metbyl T T-
E の E P L Cにおける保持時間は 35分で あ っ た｡ この 反応 に より ､ 4.4 mg の 19-
o- m ethyl T T-E を得た . こ の 19- 0- m ethyl T T- E の 各種ス ペ クトルデ ー タ を次に
述べ る oF A B- M S: m/I724(M＋H)
＋
,
mh722(M - H)
I
; 6 8(C5D5N)(500 M Hz)3.80(3 H,
s); 6 c(C5D5N)(125 M Hz)62.0(- O C H3),145.0(C-19)o
なお ､ Fig. ⅠⅠ-1 か ら Fig. ⅠⅠ-18まで 示 した N M Rス ペ ク トル の潮定には ､ す べ
て 0.6 血 のビリ ジ ンd5(ア ル ドリ ッ チ社製) に溶解した革料を用 い た｡
チア ジノ トリ エ ノ マ イ シ ン B (T T- B) の 物理化学的性状を Table 2-1 に示 し
た o 11mg の T T-B を用い て N M Rス へク トル を測定した . そ の 1H N M Rおよび
13c N M Rス ペク トル をFig. ⅠⅠ-1 お よび Fig. II-2 に示 した .
チア ジ ノ トリ エ ノ マイ シ ン A (T T- A) の 物理化学的性状 を Table2-1 に示 したo
4.8 mg
■
の T T- A を用 い て N M Rス ペ ク トル を測定した ｡ そ の 1H N M Rお よび 13c
N M Rス ペ ク トル を Fig. ⅠⅠ-3お よび Fig. ⅠⅠ-4 に示 した .
チア ジノ トリ エ ノ マイ シ ン D (T T- D) の 物理化学的性状を Table 2-1 に示し
た｡ 9.2 mg の T T- D を用 い て N M Rス ペ ク トル を測定 した ｡ そ の
1H N M Rおよ
び 13c N M Rス ペ ク トルを Fig. ⅠⅠ-5 お よび Fig. II-6 に示 した o
チ ア ジノ トリ エ ノ マイ シ ン C (T T- C) の 物理化学的性状を Table 2-1 に示 し
た o 6.6 mg の T T- C を用 い て N M Rス ペ ク トル を測定 した o そ の 1H N M Rお よ
び 13c N M Rス ペ ク トル をFig. ⅠⅠ- 7
'
B よびFig. II-8 に示 した o
第3節 チア ジノ トリ エ ノ マ イ シ ン F および G の物理化学的性質ならび に
平面構造
チア ジノ トリエ ノ マイ シ ン G (T T- G) の 物理化学的性状を Table 2-4 に示 し
た ｡ 12mg の T T- G を用 い て N M Rス ペ ク トル を測定した ｡ そ の 1H N M Rお よび
13c NM Rス ペク トル をFig. ⅠⅠ-9 お よび Fig. II-10に 示 した o
チア ジノ トリ エ ノ マ イ シ ン F(T T- F) の物理化学的性状 を Table2-4 に示 したo
3.4 mg の T T-F を用 い て N M Rス ペ ク トル を測定した o そ の
1H N M Rおよび 13c
N M Rス ペク トル を Fig. ⅠⅠ-11お よび Fig. Ⅰト12に示 した o
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第 4節 ベ ンズオキサゾマ イ シ ン の 物理化学的性質および平面構造
ベ ンズオキサゾマイ シ ン (B O Z) の 物理化学的性状を Table2-4 に示 した. 6.8
mg の B O Zを用 い て N M Rス ペク トル を測定した ｡ そ の
1H N M Rおよび 13c N M R
ス ペ ク トル を Fig. II113お よび Fig. ⅠⅠ-14に示したo
第5節 ヒ ドロ キ シマ イ コ トリ エ ニ ン A お よび B の 物理化学的性質ならび に
平面構造
ヒドロ キ シ マイ コ トリ エ ニ ン A (H M T N- A) の 物理化学的性状を Table 2-6 に
示した｡ 11mg の H M T N- A を用 い て N M Rス ペ ク トルを測定した ｡ そ の IH N M R
お よび 13c N M Rス ペ ク トルを Fig. ⅠⅠ-15および Fig. ⅠⅠ-16 に示したo H M T N- A の
推定構造を確認するために H M T N- A の 13､ 23 ジ アセチル誘導体を作成したo
すなわち ､ 6.5 mg の H M T N
■
- A を °.7 ml のビリ ジン に溶解し､ さらに o.3 5 血 の
無水酢酸 を加 え , 室温で 3 時間撹拝 した ｡ これを ､ 第 1 章の 第 2 節の Ii M T N
類 の 精製 の箇所で 述 べ た ､ 逆層 Ⅱp L Cを用 い て 精製し ､ 13､ 23 ジ アセチ ル
H M TN - A (H P L C の保持時間 30分) を 4.5 mg 得た ｡ こ の 物質 の 各種ス ペ ク ト
ルデ ー タ を次 に述べ る o F A B- M S: m/z737(M＋H)＋;1H N M R(C D C13,5OO M Hz), 6
E2.00(3 H, s),6 H2.40(3 H, s)o
ヒ ドロ キ シ マイ コ トリ エ ニ ン B (H M T N- B) の 物理化学的性状を Table 2-6 に
示した｡ 6.2 mg の H MTN - B を用 い て N M Rス ペ ク トルを測定した ｡ その
1H N M R
お よび 13c N M Rス ペ ク トル を Fig. ⅠⅠ-17および Fig. II-18に示 した o H M T N-B の
推定構造を確認す るために E M T N- B の 11､ 23ジ アセ チル誘導体を作成した｡
すなわち ､ 6.5･ mg の H M T N-B をo.7 血 の ピリジ ンに溶解し ､ さ らに 0.35 血 の
無水酢酸を加え ､ 室温で 3 時間撹拝 した . これを ヒドロ キシ マイ コ トリ エ キン
の 精製の箇所で述 べ た逆層E P L C法を用い て精製し､11､ 23 ジア セチル H M T N- B
(H P L C の保持時間 40分) を 3.5 mg 得たo こ の 物質の 各種ス ペ クトルデ ー タ
を次に述 べ る . F A B- M S: m/I737(M＋H)＋;
1
H N M R(C D C13,5 00 M Hz);682.05(3 H,
s),6t(2.34(3H, s)o
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第3章 チア ジノトリ エ ノ マイ シ ン B の生物活性
第1節 ヒト培養癌細胞パネル実験
ヒ トの 癌細胞 38種類にサ ンプル薬物をかけ､ T T- B の in vitro で の 薬剤感受性
の試験をお こ な っ た結果をFig. 3-1に示 した.96w ellplate に 1×104 - 2〉く104 c ells/
w ellの癌細胞をまき､ 翌日 ､ T T- B を加え 48時間後に ass ay をお こな っ たo 贋
存細胞を蛋白質結合性色素ス ルホ ロ ー ダミ ン B (S R B) に より葺 白質 と して 比
色定量し ､ 測定デ ー タをコ ン ピ ュ ー タ ー に入力後, 試験結果を解析 し､ GI5.､ T GI
お よび L C5.値 をそ れぞれ求めた. 一 つ の サ ンプル につ い て 38個の GI50僅が得
られ ､ そ の 全平均 (平均 GI5｡値) を求め ､ 全体の パ タ ー ン を図示した｡ また ､
T GIおよび L C5｡に つ い て も同じ処理をおこなう こ と により求めた ｡
さ らに ､ 薬剤 間の FingerPrint を比較し､ そ の 類似性を検定した (C O M P A R E
プロ グラム)o 過去に蓄積された標準薬剤 の FingerPrintデ ー タの 中か ら､そ の seed
に類似した Finger P rint を持つ 薬剤を類似度の高い順 にリス トア ッ プしたo 検体
の 相関係数 (r値) が o.75以上の 化合物で あれば既知の作用機序を持ち､ r値が
0.5 以下 で あれ ば新規の作用機序を有す る と考え ､ そ の 中間の 値 で あれ ば新規
の作用機序の 可能性がある と判断した ｡
第2節 急性毒性および吸収排壮試験
4 週齢の IC R マウス (雌)を日本チ ャ ー ルス ･ リバ ー 株式式会社より購入し､
T T- B の急性毒性を測定した ｡ ツイ - ン 80を少量加えた 10 % D M S O水溶液に
T T- B を懸濁 し､ 125mg化g の 濃度から 2倍ずつ希釈した後 ､ それぞれ腹腔内に
投与し ､ 14日間観察した ｡ その 後 ､ マ ウス の 解剖をお こな い 各臓器 を肉眼で観
察して結果を判定した ｡
T T-B の吸収排滑試験 の結果を Table4-1 に示した ｡ ツイ - ン 80を少量加えた
10 %ジメ チルス ルホキ シ ド水溶液 に T T- B を懸濁させ ､
'
T T- B､ 100mg/kg を上記
と同じマ ウス に皮下投与後､ 体液 へ の 分布を調 べ た ｡ T T- B を投与した後､ 1 時
間および3 時 間後の 血薬および尿をそれぞれ約 o.1 - 0.2 ml採取 し､ それ らをブ
タノ - ルで 抽出し､ HP L Cを用 い て T T- B を定量 した . こ の 実験で 用い た H P L C
の 分析条件は, 第 1 章の 第 2 節で述 べ た T T-B の 同定ならびに精製の確認 の 時
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の 方法と同じで ある ｡ なお ､ 血紫お よび尿中から の 回収率は､ ほぼ 100 %で あ
つ た o さ らに ､ 前記と同じ分析条件で H P L Cをお こな う ことに より ､ T T_ B と
血清 (F B S) との 結合性および T T- B の血清中で の 安定性を調 べ た ｡
第3節 Ⅹenogra氏 に よる抗腫療効果試験
Fig･ 3-3 に示 した ､ B S Y-1 に対 する T T- B の Ⅹenogr aft で の抗濫療効果 の実験
方法を述 べ る ｡ T T- B を5 % ethanoト5% cr em opbo E し90 %s alin eに混和 して調製
したo 実験動物として ､ B A L B/c- n u/n u､ fem ale を用 い た o B S Y-1､ 3×106 c ells/ mi
を o.1 血用 い て マ ウス の 右背部皮下 に移植した｡ 約 7 日か ら 10日で腰痛が確認
で きる大きさ (2､ 3 m m 以上) に達した時点で ､ コ ン トロ ー ル群 (無治療群)
を 5匹お よび 6 匹に ､ また ､ 投与群は 4 匹 とし､ 治療を開始した ｡T T-B を50mg/kg
か ら 86mg/kg まで の 4 段階の do s eに分けて ､ す べ て 単回 とし､ マ ウス の 尾静
脈内に投与した｡ 治療開始後､ 25日間 ､ 経時的に腫療 の 大 きさ (直径､ 短径)
お よび体重を測定し､ 抗腫療効果を測定した｡
Fig･ 3-4 に示した D M S273に対する T T- B の Ⅹen ogr aft で の 抗腫痩効果 の実験
方法を述 べ る ｡ Fig. 3-3 に示 した実験と同じ方法 で T T-B を調製し､ こ の 実験 と
同じ種類 の マ ウス を実験動物として使用した｡ D M S273､ 1× 107c ells/mlを o.1皿1
用 い て マ ウス の 右背部皮下 に移植後､ 腫療サイ ズが 100- 200mg にな っ た時点
(o 日) で T T- B による治療を開始した. T T-B を 42mgkg を5 回 (0､ 1､ 2､ 7
および 8 日) 連投､ ならび に 60 mg/kg を 4月置 き 2 回 (q4 dX 2)､ それぞれ腹
腔内に投与した ｡ 治療開始後､ 21日間 ､ 経時的に腫癌の 大 きさ ､ お よび体重を
測定し ､ 抗腫療効果を測定した ｡
Fig. 3-5 に示した､ H T- 29 お よび N CI- H 460に対する T T- B の抗腫癌効果 の実
験方法に つ い て 述べ る ｡ Fig. 3-3 に示 した実験と同じ方法で T T-B を調製し､ こ
の 実験 と同じ種類の マ ウス を実験動物として使用した o H T129お よび N CI_ H 4 60
をそれぞれ 1 ×107 cells/ 血 に調製した後､ これ らを o.1 ml用 い ､ それぞれ マ ウ
ス右背部皮下に移植し ､ 移植後 7 - 9 日で 腫療が で きた こ とを確 認した Q72mg/kg
の T T- B を単 臥 および 60 mg侭g の T T- B を 4 日置き 2 回 (q4 dX2) 尾静脈内
に投与した ｡ 治療開始後 21 日間 ､ 経時的に腰蕩 の大きさ ､ お よび体重 を測定
し､ 抗腫療効果を測定した ｡
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第4節 B SY- 1(乳癌株) に対する殺細胞作用
第3章の第 5節の Fig. 3-8 および Fig. 3-9 に示した実験と同じ方法により TT-
B の B S Y-1 の細胞増殖阻害作用 にお よぼす血清濃度の 影響を調 べ た ｡
Fig. 3-7 に示 した､ T T- B の B S Y-1 に対する細胞周期の 阻害作用を調 べ たフ ロ
ー サイ トメ トリ ー (F A C Sanalysis)の 方法に つ い て述べ る o B S Y- 1､ 2×105c ells/ mi
の B S Y-1 を 60
-
m m dish にまき､ 翌日 ､ T T- B､ 10 ng/ miを B S Y-1 に加え ､ さ ら
に 8, 24､ 32､ 48､ 56 お よび 72時間培養した ｡ 次に ､ この 細胞をトリプシ ン
処理 により剥 がして P BS で 1 回洗い ､ さ らに ､ シリ ンジ ングをお こない 細胞を
分散させ た ｡ こ の 細胞を 1500pm で遠心し ､ 1 血 の 50 %メタノ ー ル水で洗 っ た
後 ､ 1 mg/mi の R Nas eA を加え ､ 1時 間 ､ 37℃でイ ンキ ュ ベ - 卜した ｡ さ らに ､
こ の 細胞 に 50LLg/ mi のpr opidiu m iodide を加え ､ 氷中に 2 時間放置し､ 細胞 の
染色をお こな っ た｡ 細胞周期にお ける D N A含量 の分布様式をフ ロ - サイ トメ
トリ ー (F C S-1) を用 い て 660n m で検出したo なお ､ こ の 実験で 1×104 c ells
をそれぞれ の計測に用 い た ｡
第 5節 s c 6( 胃癌株) に対す る E G F受容体の機能阻害作用
S C-6 (ヒ ト胃癌細胞株) および L X-1 (ヒ ト肺癌細胞株) は化学療法研究所
より分与された . ヒ ュ ー マ ンサ イ エ ンス 研究資源バ ンク より ､ T-24(ヒ ト勝朕
癌株) および A 43 1(ヒ ト表皮癌細胞) を購入したo s c-6 お よび L X-1 の細胞
の 培養には p R M I 1640培地(日水製薬製) に終濃度 10 % の子牛の 血清(p A Lot.
No. 01255) を添加 した培地 を､ T-24細胞の培養 には ME M ( 日水製薬製) に終
濃度 10 %の 血清を添加した培地を用 い ､ A 431細胞の培養には D M E M(日水製
薬製) に終濃度 2 %の 血清を添加した培地を用 い た ｡ また ､ す べ て の 細胞培秦
を 37℃ の 5 % C O2イ ン
■
キ ュ ベ ー タ ー でお こな っ た o メタノ ー ル に溶解した状態
で T T-B を 10 mg/ml として -20℃で保存し ､ 用時メタノ ー ル で希釈した ｡ E G F
溶液は Re co mbinanthu m a nE G F(R&D System ln c. 236-01653) を 10m M 酢酸/
0.1 % ウシ血清ア ル ブミ ン (A L U B U M N
,
B O V N E;SIG M A A-8022) に溶解した
状態で 100LLg/ miとして -80℃ で 保存し ､ 用時 10m M 酢酸/o.1 % B S Aで希釈し
た｡ E G Fre c epto r(A b-1)､ (On c oge ne r e se arcbprodu ctsG 氏ol) を4℃ にて保存し,
こ の 抗 E G F R溶液を用時滅菌水または p B S(-) で希釈した ｡
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Fig. 3-8 お よび 3-9 に示した ､ T T- B の細胞増殖阻害作用 にお よぼす血清濃度
の 影響を調 べ る方法につ い て述 べ る o DayO で , 細胞培養用 24w ellplate に s c-
6細胞の 懸濁液 2×104 - 3×104 c ells/ 血 を含む 1 %血清含有培地を 1.0 血ずつ 加
え培養を開始した o Day l で ､ c ontr ol の細胞数をコ ー ル タ - カウ ンタ ー で測定
した ｡ 残りの w ellに終濃度が 1 - 10 %とな るよう に血清を加え , つ い で T T_ B
を加えた . Day 3 で ､ すべ て の w ellに5 mg/mi の M T T溶液 100LLlを加 え ､ 2.5
- 3 時 間培養し､ 20 % S D S溶液 500LLl を加 え､ 3 7℃ で 16- 18時間放置する こ
とに よりフ ォ ル マザ ンを溶解さ せ た｡ Day4 で ､ 波長 540n m における吸光度を
測定し､ 細胞の増殖率を測定した｡..
Fig･ 3-10お よび 3-11に示 した , T T- B の 放射性thymi dine の D N Aへ の 取 り込
みを指標 とした細胞の G｡/Gl 期か ら s 期 へ の 移行にお よぼす影響を調 べ る方法
につ い て 述べ る ｡ 細胞培養用 の 24w ell に 2×104 c ells/ 血 の S C-6細胞 の 懸濁液
および血清含有培地を 1 血ずつ 加え ､ 24時間培養した ｡ 培地 を除き ､ 1 ml の
s eru mfree RP M I培地で細胞を洗 い ､ 新たに se rum fr e eR P M I培地 を1 ml加 え ､
37℃ で ､ 7 2時間培養した後､ 血清の み ､ または血清と薬剤を添加し､ さら に 20
時間培養した ｡ 薬剤の 経時的影響を調 べ る実験で は ､ 薬剤を血清添加時および
血清添加時から 4､ 8､ 12時 間後 に加え､ 4 時間 (12時 間後に加 えたもの に つ
い て は 8 時間) 後 ､ 培地 を除き ､ 1 血 の血清含有培地 で細胞を洗浄後､ 1 血 の
血清含有培地を加え ､ さ らに培養 を続けた . 次 に ､ 培地 を除き o.5LLCi/ mi[6-
3H]-thymidin e, se ru mfree▲R PM I溶液 o.5 miを加え ､ 3 7℃ で ､ 3 0分 間培養した｡
Thymizine を除き ､ 1 mi の冷 p B S(-) で 細胞を 3 回洗浄後 ､ 5% トリク ロ ロ 酢酸
(T C A)0.5 血 を加え ､4 0分間氷上 に放置 した ｡ 次に ､ 細胞 を 1.0 血 の冷 5 % T C A
で洗 い ､ o.5 N 水酸化 か+ ウム水溶液 o.5 mlを加えて室温 で 4 0分間放置したo
この 溶液をバイ アル瓶に分取 し､ 5 血 の Aqu asol IIを加 え ､ 液体シ ンテ レ - シ
ョ ンカウ ンタ ー で放射活性を測定した ｡ バ ッ ク グラ ウ ン ドとして 0.5 ml の 0.5 N
K O Hを用 い た .
Fig･ 3-12に示 した ､ T T- B の isobologra m に よる解析方法に つ い て述べ る ｡ S C-
6細胞 を GJGl期に 同調培養させ た後 ､ 5 % F C Sを含む R P M I培地 を加 え､ さ ら
に T T- B および EGFR 抗体を同時に加 え ､ 20時 間後の D N A合成を測定した ｡
図の 中に記載されて い る数値は細胞周期の相対的な阻害を示した ｡
Fig. 3-13に示した ､ T T- B による括性化された E G F受容体 (EG FR) の 阻害実
験方法に つ い て 述べ る ｡ A 431細胞 (2×1 05 c ells/2 血) をdisb に まき 20 時間培
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養した ｡ 培地交換をお こ な っ た後､ 必要量の TT- B を加えて 2 0分間培養し､ さ
らに ､･200ng/ mi の E G Fを加え､ 37℃で 1 時間培養した o 培地 を除き ､ 細胞を
1 miの P B Sで 3 回洗い ､100LLl のs a mplebuffer(125m M T ris-H Cl, pH 6.8, 4 % S D S,
2 %glyc er ol, 10 % 2- m ercapto eth an o1, 0･01 % br o m ophenol blu e, T E F C O Japa n) で 2
回処理する こと により､ 細胞を溶解した o こ の Lysate を95℃で 10分間加温し､
一
1500rpm で 3 0分間遠心した ｡ この 上清の 一 部を 6 %ア ガロ - ス ゲルに アプラ
イ し､ 25 m M T ds､ 20m M glycin e､ 20 %メタノ ー ル入り の bu飴r中で ､ 20mA
で 90分間電気泳動をお こな っ たo 上記と同じ buffe rを用 い ､ こ の タ ン/てク質 を
ポリビ ニ リデン ジフルオ ロ膜中に 1 00mA で 90分間かけて ブロ ツ テ ィ ングした｡
こ の 膜を､ 8.1 m M NaH P O. ･ 12 H20, 1.5 m M K H2P O., 137m M NaCl, 2.7 m M K Cl,
0･1 m M Tw ee n20, 5 %n o nfatdry mi 1k(Tw e e n. P B S. Milk) の 中に 一 晩浸さ せ ､ ブ
ロ ッ キン グをお こな っ た｡ さらに ､ Tw e en. P B S. M ilkにまぜ たマ ウス の 活性型
E G F R の モノ ク ロ - ナル抗体 (Tra n sdu ction Labo rato ries､ U S A) を加 えて 4℃で
一 晩反応させ た . こ の膜を洗浄後､ さ ら に ､ 上記と同じ抗体を加えて室温で 1
時間撹拝した. 活性型 E G F R の検出に は v EC TAS TAIN A B C- AP kit(V E C T O R
L A BOR AT O RIE S,IN C, U S A) with B CIP m B Tを用 い たo
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第4章 チア ジノ トリ エ ノ マイ シ ン B 以外 の化合物の 生物活性
第1節 チア ジノ トリエ ノ マ イ シ ン類およびベ ンズオキサゾマ イ シ ンの
生物活性
T T- A ､ T T- D および T T-E の急性毒性､ な らび に Table 4-1 に示 した吸収排壮
の 試験方法は第 3章の 第 2 節で述 べ た T T-B の試験方法と同じで ある ｡
Table 4-2 に示した ､ T T類 の in vitro で の 細胞増殖抑制活性を調 べ る ために用
い た ヒ トの 癌細胞は HeLaS 3(A T C C C C L 2.2
, 子宮頚部癌)､ c33 A(A T C C H T B 31,
子宮頚部癌)､ M K N 28(J C R B O 223, 胃癌株)､ c o L O 201(J C RB O 226, 大腸癌
樵) および M C F7 (A T C C H T B 22
, 乳癌株) で ある . 細胞培養用 の培地は M E M
(Gibc o) に血清として F B S･(Hyclone) を終濃度 2 %に な る よう に加え､ す べ
て の細胞を 5 % C O2イ ンキ ュ ベ ー タ ー を用 い て 37℃ で 培養 した o T T類の す べ て
をメタ ノ ー ル に溶解さ せ た後､ 10mg/ miとして -2 0℃ で保存し､ 用時 メタノ ー
ルで希釈して用 い た o細胞培養用 の 24w e11plate に細胞懸濁液 1×104 cells/ miを
まき ､ 培養 を開始し､ こ れを Day O とした｡ さ らに ､ Dayl で ､ T T類を加 え ､
Day 3 で細胞増殖率を測定した｡ 細胞数測定用 の w ell以外 の す べ て の w ell の細
胞増殖率の 測定は第 3章の第 5節で 述 べ た方法と同じで ある ｡
Table 4-3 に示した GI5.値は T M C-135 Aおよび T M C-135 B の参考文献 12番 よ
り引用 し､ サイ トトリ エ ニ ン A の参考文献 36番 より 引用 した ｡ さ らに ､ 第 3
章の第 1 節で述 べ たと同じ測定方法 により , M T N Ⅶ､ T T- A.お よび T T-D のGI5.
値 を求めた ｡
Table 4-4 で述 べ た T T- G お よび Fig. 4-5 で述 べ た ベ ンズオキサゾマ イ シ ン
(B O Z) の 癌パ ネル実験 の方法は､ 第 3 章の 第 1 節 で 述 べ た T T- B のヒ ト培養
癌細胞パ ネル実験と同じで ある ｡
グラム 陽性､ 陰性菌およびカピに対す る T T類､ B O Zおよび H M T N類の 抗菌
活性試験 の方法は菌を 27℃ または 3 7℃ で 1 日または･2日間培養 し､ ペ - バ ー
ディ ス ク法を用 い た ｡
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第2節 ヒ ドロ キ シマ イ コ トリ エ ニ ン類の 生物活性
Fig. 4- 6お よび Fig. 4-7 に示 したin vitro で の 細胞増殖抑制活性を測定する実
験 で用 い た癌細胞は､ すべ て ヒ トの 子宮頚部癌細胞株で ､ HeLa-S3(A T C C C C L
2･2)､ CaS Ki(A T C C C R L1550)､ SiHa(A T C C C C L H T B 35)､ C 3 A(A T C C H T B 31)
および H T-3 (A TCC H TB 32) で ある o また､ 細胞培養および細胞増殖率の測
定方法, な らび に薬剤の投与方法は第 4章の第1節の Table4-2 に示 した実験方
法と同じで ある o 薬剤に 5-F U(5 ぜ1u o r o u ra cil, 和光純薬製)､ Bleo mycin (和光純
薬製)､ A dria mycin(メル シ ャ ン中央研究所より分与)および cisplatin (日本化薬
医薬総合研究所より分与)を使用 した ｡ また ､ 微生物化学研究所で単離精製した
M T N-Ⅰ､ M T N- Ⅱ お よびトリ エ ノ マ イ シ ン A を使用 した｡
Fig. 4-8 で 述 べ た H M T N-A の癌パ ネル実験 の方法は第 3章の第 1節で述べ た
T T- B のヒト培養癌細胞パネル実験 と 同じで ある ｡
Fig. 4-9 に示 した ､ H P V-18の E 6お よび E7の 発現にお よぼす H M T N- A の影
響を調 べ たノ - ザンブロ ッ ティ ン グの 実験方法 につ い て 述べ る o HeLa S3細胞
に 1LLg/ mi の H M T N- A お よび o.o4LLg/ mi の 5- az a cytidine を加 え 24時間培養し
た後 ､ こ の細胞から R N Aを抽出した 46)｡ こ の 中の 10〝g の R N Aを 2 % のホル
ム アルデヒ ドを含む 1.2 %アガロ - ス ゲル電気泳動 により分離した後､ キ ヤ ピラ
リ ー ブロ ッ テ イ ングによ り､ ニ トロセルロ ー ス膜(schleicher&Schu ell, B A-S 85)
に移 した ｡ これを 80℃ で 3時間焼 い た後 ､ ⅢeLa 由来の D N Aを鋳型 として ウイ
ル ス の 塩基配列 をもとに p c Rをお こ な っ た｡ すなわち ､ E 6お よび E7 の両 D N A
断片を miⅩtu r eとして ､ H P V18 のE 6および E 7遺伝子 に特異的な 32p- ラ ベ ル し
た 158 bp か ら 105 bp まで の 長さ の P C R産物を ､ 5 0 % fo rm ami de､ 50m M sodiu m
pho sphate (pH 6.5)､ 5×SS Cおよ び 10×denhardt s olutio n の 条件下 ､ 42℃ で 15
時 間か け て ハ イ プリダイ ズさ せ た o コ ン トロ ー ル の プロ - ブ と し て ヒ トの
G 3P D E のcD N A(CLONT E CIも9805-1) を用い た ｡ また, TakaraNick Translation
Kit (6040 A) を用い て ニ ッ ク トラ ンス レ ー シ ョ ン をお こな い ､ それぞれ の プロ
ー ブをラベ ル した ｡ 2×S S Cを用 い て ､ こ の フ ィ ルタ こ を 65℃ で 30分間洗っ た
後 ､ o.1 %の S D Sを含む o.2×S S Cを用 い て ､ 65℃ で 2時間洗っ た o さ らに ⅩR P-5
film (Koda ck, 161-8438) に -80℃ で 3.5 時間 expo s eする こ とにより , E 6お よび
E7 の 遺伝子産物の検出をお こな っ た ｡
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